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RESUMO
SOUZA, Ana Maria P. dos Santos. INTERFERON ALFA 2B HUMANO
RECOMBINANTE PEGUILADO: estudo das propostas de obtencao da molécula
e sua caracterizagdo. Rio de Janeiro, 2010. Dissertagdo (Mestrado em Tecnologia

de Processos Quimicos e Bioquimicos) — Escola de Quimica, Universidade Federal
do Rio de Janeiro, 2010.

Interferon alfa, pertence a uma classe de citocinas que ocorrem naturalmente no
corpo humano e por sua atividade antiviral, antitumoral e imunorreguladora, tornou-
se de grande interesse farmacéutico. E o principal medicamento contra hepatite C,
etiologia responsavel por 70% dos 6bitos por hepatites no Brasil. Entretanto, tendo a
via renal como principal rota de eliminagao, apresenta curta meia-vida na corrente
sanguinea, com picos de concentragao serica em 3 a 8 horas apds a administragao
subcutanea ou intravenosa. Além de sua rapida eliminagao, esta exposta ao ataque
de proteases. Tal fato acarreta na necessidade de administracées freqlientes do
medicamento, reduzindo qualidade de vida dos pacientes e a eficiéncia do
tratamento. Para contornar estes problemas, através de uma técnica denominada
peguilacdo, uma molécula da classe do polietilenoglicol (PEG) é quimicamente
ligada a proteina, criando um efeito de protecdo e de liberagdo controlada do
medicamento, gerando assim o interferon peguilado. No mercado brasileiro existem
dois fornecedores estrangeiros do medicamento peguilado. Bio-Manguinhos,
juntamente com o CIGB (instituicdo cubana), estdo em vias de produzir em escala
industrial uma nova molécula peguilada. Através de caracterizagdo por tamanho de
particula e perfil por espectroscopia UV, este trabalho comparou e verificou a
existéncia de similaridade desta nova molécula com um dos produtos do mercado e

sua eficacia potencial como proteina terapéutica de liberagao controlada.
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ABSTRACT
SOUZA, Ana Maria P. dos Santos. INTERFERON ALFA 2B HUMANO
RECOMBINANTE PEGUILADO: estudo das propostas de obtencao da molécula
e sua caracterizagao. Rio de Janeiro, 2010. Dissertacao (Mestrado em Tecnologia

de Processos Quimicos e Bioquimicos) — Escola de Quimica, Universidade Federal
do Rio de Janeiro, 2010.

Interferon-alpha belongs to a group of cytokines naturally occurring in humans and
thanks to its characteristic antiviral, antiproliferative and immunoregulatoty, became a
big pharmaceutical interest. Interferon-alpha is the main medicine used to treat
hepatitis C, disease responsible for 70% of the obits by hepatitis in Brazil. However,
the main route of elimination of interferon is via renal catabolism, with short half-life in
human serum, with peak serum concentration occurring at 3-8 h following
subcutaneous or intravenous administration. This protein suffers also degradation by
proteases. This results in a treatment regimen that requires several doses of the
drug, resulting in high impact on the quality of patients’ life and restricts the success
of the treatment. In order to avoid these problems by a technique named pegylation,
a molecule of polyethylene glycol class (PEG) is linked to the protein, giving a
protection and sustained release effect. This product is then named pegylated
interferon. In the Brazilian market there are two international suppliers of this
pegylated protein. Bio-Manguinhos and a Cuban institution (CIGB) are developing a
new pegylated molecule to produce it in industrial scale. In this work this new
molecule is characterized by particle size and UV spectroscopy and was verified its
similarity with a standard from the market and its potential use as a sustained release

therapeutically protein.
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1 APRESENTAGAO DO TRABALHO

1.1 INTRODUCAO

Os Interferons (IFN) s&o proteinas que ocorrem naturalmente no corpo
humano. Sdo de alto valor terapéutico por sua atividade antiviral, antitumoral e
imunorreguladora. A expressdo do IFN alfa 2b humano recombinante em
Escherichia coli a partir da tecnologia de DNA recombinante, conduziu a sua
obtengcdo em grande escala com alto nivel de pureza, permitindo sua aplicagéo de
maneira eficaz contra diversas enfermidades (HERNANDEZ, et al., 1998,
CHEVALIEZ e PAWLOTSKY, 2007).

No Brasil, o Interferon alfa (IFN-alfa) é distribuido pelo Servico Unico de
Saude (SUS), com a denominacao de “Alfainterferona 2b humana recombinante”.
Este medicamento é fornecido pela Fundagcdo Oswaldo Cruz, no Instituto de
Tecnologia em Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos), sendo indicado para tratamento
de infecgdes pelo papiloma virus humano, hepatites virais B e C crbnicas, AIDS,
neoplasias do tecido hematopoiético e tumores sélidos (FIOCRUZ, sem data).

Dentre as indicagbes para o uso do IFN-alfa, a hepatite C é de grande
relevancia, pois se estima que 3% da populagdo mundial esteja contaminada por
este virus e, por ser a mais frequente etiologia associada as indicagbes de
transplante hepatico, caracteriza-se como um grave problema de saude publica.
Além disso, ainda ndo existe vacina contra este virus (WHO, 2003; STARUSS,
2001).

O tratamento contra hepatite C crénica foi realizado inicialmente (em meados
da década de 1980) em monoterapia, com emprego de IFN-alfa, por administracéo
subcutanea. Este tratamento foi licenciado por demonstrar resposta viral sustentada
apos 24 a 48 semanas de curso do tratamento. Alguns anos depois, em 1991,
somou-se a este tratamento a administracdo combinada do medicamento antiviral
ribavirina, por via oral, elevando assim a reposta viral sustentada até 35-43% dos
casos (MEYERS, et al, 2003). Este é o tratamento atualmente aprovado pelo
Ministério da Saude no Brasil, com administracdes diarias de IFN-alfa para hepatite
C aguda e trés vezes semanais para hepatite C crénica, juntamente com ribavirina,
por via oral (QUIJANO e OTERO, 2006; BRASIL, 2007).



Entretanto, deve ser levado em consideragao que restam ainda cerca de 60%
de pacientes sem a obtencao de resposta viral sustentada. A razao para esta baixa
eficiéncia esta basicamente relacionada a curta meia-vida do Interferon na corrente
sanguinea, sendo rapidamente metabolizado e eliminado pelos rins, 0 que leva a
fortes flutuagdes em suas concentracdes séricas.

Durante os momentos em que o IFN-alfa ndo esta na circulagao sanguinea, o
virus da hepatite C pode replicar-se e facilitar o desenvolvimento de resisténcia.
Além disso, o IFN-alfa apresenta importantes efeitos adversos que, aliados a
necessidade de aplicagdes frequentes, comprometem a qualidade de vida do
paciente e muitas vezes levam ao abandono do tratamento (QUIJANO; O TERO,
2006; BEZERRA; OLIVEIRA, 2007).

Para contornar estes problemas, foram desenvolvidas moléculas através de
uma técnica denominada peguilacdo, a ligagdo covalente entre proteinas
terapéuticas e usa polimero inerte da classe do polietilenoglicol (PEG) (ROBERTS;
BENTLEY; HARRIS, 2002). A conjugacao entre o polimero e a proteina leva a um
aumento significativo da meia-vida do medicamento na corrente sanguinea, com
necessidade de administragbes menos freqluentes, aumentando a adesao dos
pacientes ao tratamento e elevando os beneficios da terapia (BEZERRA; OLIVEIRA,
2007).

O Interferon peguilado (IFN-PEG) é também indicado pelo Ministério da
Saude, para alguns casos de hepatite cronica (BRASIL, 2007). Entretanto este
medicamento ainda nao € produzido no Brasil e necessita ser importado. O
Interferon convencional ja é distribuido pelo Sistema Unico de Saude (SUS), gracas
a um acordo de transferéncia de tecnologia entre a Fiocruz/Bio-Manguinhos e o
Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, o CIGB, localizado em Havana
(Cuba). O Interferon peguilado, em uma proposta de estrutura molecular otimizada
para a cadeia polimérica, esta em vias de implementacdo no Brasil, num acordo
inédito de desenvolvimento conjunto entre o CIGB e Bio-Manguinhos, cuja analise
das etapas de obtencdo propostas na patente cubana Pl 0604313-A e a
caracterizagao desta nova molécula terapéutica sintetizada a partir desta

metodologia seréo objeto de estudo deste Trabalho.



1.2 OBJETIVOS GERAIS

Analisar a proposta de obtencédo e a estrutura do interferon peguilado da
patente Pl 0604313-A e sua viabilidade de producao industrial frente as técnicas de
producao e as estruturas dos produtos similares atualmente disponiveis no mercado.

Além disso, realizar a caracterizacdo desta nova molécula proposta.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar as técnicas de peguilagcdo do interferon atualmente descritas na

literatura e para a producgao dos interferons peguilados disponiveis no mercado;

e Analisar outros processos de liberagao controlada para o interferon e discuti-los

frente ao método de peguilagéo;

e Caracterizar os interferons peguilados produzidos pela Schering (Pegintron®) e
por Bio-Manguinhos pela determinagdo de tamanho de particula e por espectro
no UV;

e Avaliar a eficacia potencial dos materiais analisados frente aos resultados

obtidos.



1.4 JUSTIFICATIVA

Os interferons alfa 2a ou 2b humano recombinante peguilados sao
medicamentos utilizados no tratamento das hepatites B e C crdénicas, que foram
desenvolvidos devido as limitacdes dos interferons convencionais. Atualmente, dois
fornecedores estrangeiros (Schering Plough e Hoffman-La Roche) detém a maior
parte da sua produ¢cdo mundial e 0 medicamento deve ser importado pelo Governo
Federal para o tratamento dos pacientes no Brasil.

Esta importacdo representa um gasto expressivo para o governo brasileiro.
Dentro do Programa Nacional de Hepatites Virais, ja € fornecido o interferon
convencional, que esta em vias de nacionalizagcdo da produgao por transferéncia de
tecnologia.

Devido ao aumento da demanda tornou-se necessaria a produgdao do
interferon peguilado. Em continuidade ao processo base de nacionalizagdo do
interferon convencional, foi desenvolvida uma nova molécula de interferon
peguilado, a ser obtida a partir do interferon convencional. Os processos de
peguilacdo e purificagdo foram realizados num trabalho conjunto entre uma
instituicao de pesquisa e produgdo em Cuba e uma no Brasil. Este novo peguilado
encontra-se atualmente em fase | de testes clinicos e representara autonomia no
Brasil da producado desta proteina terapéutica de grande importancia para a saude
publica no pais e também uma plataforma de conhecimento para a obtencido de

outras proteinas peguiladas.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1AS HEPATITES

Hepatite € uma terminologia geral para definir qualquer inflamagao no figado
e pode ser classificada nas seguintes categorias (FERREIRA e SILVEIRA, 2004;
SILVA, P.; LIMA; SILVA, F., 2003):

a) hepatites virais: virus A, B, C, Delta, E, G, citomegalovirus, rubéola,
herpes simples, febre amarela, varicela zoster, mononucleose,
coxsackie e adenovirus;

b) hepatite por protozoario: toxoplasmose;

c) hepatites bacterianas: luética, leptospirética, por listeria;

d) hepatites por drogas: alcodlica, sulfas;

e) hepatites por fungos: blastomicose, histoplasmose.

De todos estes agentes, os virus A, B e C sdo os mais comuns e
responsaveis pela grande maioria das formas agudas de infecgdo. Uma vez que os
sintomas para todas as hepatites sdo os mesmos, o correto diagndstico requer
testes com anti-soros especificos (FERREIRA e SILVEIRA, 2004; SILVA et al., 2003;
WHO, 2002a).

A hepatite tipo A é provocada por um virus RNA, classificado como da familia
Picornavirus e é transmitido pela via oral-fecal, sendo o homem o seu unico
reservatorio de relevancia epidemioldgica. Esta infecgdo apresenta maior ocorréncia
em regides com condi¢des sanitarias precarias, sendo a mais frequente hepatite viral
aguda no mundo. O Brasil é considerado regido de risco para a doenga e estima-se
que ocorram cerca de 130 novos casos por 100.000 habitantes ao ano (FERREIRA
e SILVEIRA, 2004).

Relatos em diferentes paises demonstraram que melhoria nas condi¢cbes de
saneamento reduz a prevaléncia da doenca. Considerando que somente um
sorotipo do virus A foi descrito, o controle através de vacinagao se torna facilitado.
Ja existem disponiveis no mercado vacinas contra a hepatite A, com 95% a 100% de
eficacia. Entretanto, devido ao seu custo elevado, a vacinagdo nao foi adotada no
Brasil, cabendo a prevencdo a melhoria das condi¢gdes sanitarias (FERREIRA &
SILVEIRA, 2004).



O virus da hepatite B classifica-se como HepaDNA. De alta especificidade,
tem o homem como seu reservatorio natural. Pode ser transmitida por via parenteral,
percutdnea e por contato sexual. E transmitida também verticalmente, de mae para
feto (FERREIRA e SILVEIRA, 2004). Estima-se que cerca de 2 bilhdes de pessoas
ao redor do mundo tenham sido infectadas por este virus; destas, 350 milhdes vivam
com a infecgao crénica e que 600 mil pessoas venham a 6bito a cada ano devido as
consequéncias da hepatite B, sendo este virus considerado 50 a 100 vezes mais
infeccioso que o HIV. Esta enfermidade pode ser prevenida por meio de vacina,
sendo esta ja disponivel desde 1982, apresentando 95% de eficacia (FERREIRA e
SILVEIRA, 2004; WHO, 2002b). No Brasil, o Programa Nacional de Imunizagao do
Ministério da Saude iniciou a incorporacédo da vacina em 1992 e a partir de 1998 a
vacina recombinante contra hepatite B foi incorporada ao programa de vacinagéo
universal de menores de 1 ano em todo o pais (LUNA et al, 2009).

Para pacientes acometidos pelo virus em sua forma aguda nao ha tratamento
especifico, a ndo ser alimentacdo balanceada e reposicao de fluidos. Para a forma
crénica, o tratamento é efetuado por medicamentos, entre eles, o interferon e
agentes antivirais. Entretanto, este tratamento possui alto custo e € menos acessivel
para a maioria dos paises em desenvolvimento (WHO, 2004).

O virus da hepatite C pertence ao género Hepacivirus, da familia Flaviridae,
sendo seu genoma constituido por uma fita simples de RNA. Humanos e
chimpanzés sao as unicas espécies documentadas como passiveis de infeccgao,
desenvolvendo a doenga de modo similar (FERREIRA e SILVEIRA, 2004; WHO,
2002a).

As formas de transmissao sdo as vias parenteral e sexual, e em 1975 ja era
sabido que a maioria dos casos de hepatite pds-transfusées de sangue estava
associada a um virus inicialmente identificado como “ndo A e ndo B”. O virus foi
clonado, identificado e nomeado como virus da hepatite C somente em 1989, por
Choo e colaboradores. E um virus geneticamente variavel, classificado em genétipos
numerados de 1 a 6 (BEZERRA e OLIVEIRA, 2007; WHO, 2002).

Responsavel por grande parte dos casos graves de hepatite, este virus tem
como caracteristica a mutabilidade de seu genoma, com infec¢do crénica ocorrendo
em 80% dos casos. Destes, 30 a 40% evoluem para cirrose hepatica e os casos de

cancer hepatico entre os pacientes cronicos sdo de 3% ao ano (BRASIL, 2008).



2.20 VIRUS DA HEPATITE C (VHC)

2.2.1 Epidemiologia

No Brasil, o numero de casos de infeccao por VHC, vem evoluindo

significativamente, conforme apresentado no Grafico 1, a seguir:
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Grafico 1 — Casos de hepatites no Brasil 1999 a 2009. Fonte: elaborado a partir de dados do
Ministério da Saude do Brasil, 2010

No grafico acima, observa-se também significativa quantidade de casos de
Hepatite B, mas vale lembrar que para essa etiologia existe vacina disponivel e
distribuida pelo Servico Unico de Saude (SUS). Além disso, o nimero de casos
registrados no grafico é referente apenas aos casos notificados e diagnosticados
com reativos especificos (BRASIL, 2010). Para as hepatites tipo D e E os numeros
sao inexpressivos. Entretanto, com relacdo a o&bitos, os numeros percentuais
apresentados para a hepatite C s&o significativamente maiores, como apresentado

no Grafico 2, a seguir:



Percentual de 6bitos por Hepatites no Brasil 1999 a 2009

0,2%7
1,1% 3,2%

O Hepatite A
B Hepatite B
OHepatite C
OHepatite D
B Hepatite E

Grafico 2 — Percentual de 6bitos por hepatites no Brasil, 1999 a 2009. Fonte: elaborado a partir de
dados do Ministério da Saude do Brasil, 2010.

Os dados acima revelam a hepatite C como um significativo problema, de
impacto pessoal, social e econémico (WHO, 2002a; BEZERRA e OLIVEIRA, 2007).

2.2.2 Caracteristicas estruturais

Virus da familia Flaviviriade, com um género especifico Hepacivirus (que
agrupa os virus C e G), pertence a mesma familia de outros importantes patégenos
humanos, como o virus da dengue e da febre amarela (BARONE, 2008; KAYSER et
al., 2005). Sendo um virus RNA, o VHC (Figuras 1 e 2) é envelopado composto por
uma cadeia unica de RNA, de sentido positivo, com 55-65 nm de diametro e um
genoma de 9,6 kilobase, que codifica uma poliproteina com cerca de 3000
aminoacidos (PORTO-ESPINOZA et al, 2006, BHOPALE e NANDA, 2005;
PAWLOTSKY, 2004).



Figura 1 — Virus da hepatite C.
Fonte: THE C. EVERETT KOOP INSTITUTE (sem data)

dimero E1-E2 proteinas do

capsideo

Figura 2 — Representagéo do virus da hepatite C. Fonte: Viral Bioinformatics Resource Center VBRC.
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O seu genoma é constituido por cerca de 10.000 nucleotideos, em uma unica
estrutura de leitura aberta (ORF) (BARONE, 2008). As regides nao traduzidas (UTR)
5 e 3’ possuem estruturas de RNA altamente conservadas, o que € essencial para a
replicacéo viral (BHOPALE e NANDA, 2005). Sua tradugéo (Figura 2) ocorre por
meio da atividade da enzima IRES (internal ribozime entry site) no terminal 5,
gerando uma extensa poliproteina, cuja estrutura subdivide-se nas proteinas
estruturais, que sédo o “core” (C), proteina que forma o nucleocapsideo viral e as
glicoproteinas do envelope E1 e E2. P7 é uma pequena proteina hidrofilica. As
proteinas ndo estruturais (NS) sdo NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a e NS5b. NS3 e
NS5 possuem atividades enzimaticas essenciais para a replicagdo do VHC e sao
atualmente consideradas como possibilidades para desenvolvimento de novos
agentes de combate ao virus (TELLINGHUISEN et al., 2007; PORTO-ESPINOZA et
al., 2006; BHOPALE e NANDA, 2005).

S'NCR FNCR
e ORF
l Traducao
proteinas estruturais proteinas nao estruturais
B)

lamen do
reticulo

endoplasmatico

Figura 3 — (A) Organizacdo e tradugdo do genoma do VHC (B) Topologia das proteinas relativa a
membrana do reticulo endoplasmatico. Fonte: adaptado de TELLINGHUISEN, 2007.



11

2.2.3 Genotipagem

A genotipagem ¢é ferramenta essencial que direciona a pratica clinica e as
decisoes terapéuticas, pois estudos revelaram diferentes respostas ao tratamento de
acordo com o gendtipo do VHC apresentado pelo paciente (PERONE et al., 2008).
Andlises filogenéticas de cepas de VHC isoladas em varias regides do mundo
levaram a identificagao de seis grupos principais denominados gendtipos, que foram
numerados de 1 a 6 (PAWLOTSKY, 2003). Dentre os gendtipos, as zonas de maior
variagdo estdo localizadas na por¢cao aminoterminal da proteina E2, nas areas
especificadas como regides hipervariaveis 1 e 2 (HVR1 e HVR2, localizadas em E1
e E2). Em cada gendtipo foram identificados diversos subtipos, denominados como
1a, 1b, 2a, 2b, etc. (PORTO-ESPINOZA et al., 2006).

O VHC, como outros virus RNA, nao circula em individuos infectados como
uma populagdo homogénea de particulas virais idénticas, mas sim em diversas
formas gendmicas, denominadas quasispécies, que sao estreitamente relacionadas
entre si, sendo ligeiramente diferentes na sequéncia de suas bases nitrogenadas.
Sua origem se deve a uma caracteristica de seu RNA viral, que € incapaz de corrigir
erros na incorporagcdo de nucleotideos durante a replicagdo, gerando mutagdes
puntuais (PORTO-ESPINOZA et al., 2006; PAWLOTSKY, 2003). Estas quasispécies
conferem ao virus uma significante vantagem de sobrevivéncia, permitindo rapida
selecao das espécies que melhor se adaptam a cada variagdo ambiental, provocada
pelas interagdbes com o hospedeiro por fatores externos, outras infeccdes,
medicamentos ou tratamentos antivirais (PAWLOTSKY, 2003).

2.2.4 Mecanismo de agao

O VHC entra no hospedeiro principalmente através de exposicado parenteral a
sangue contaminados ou fluidos corpéreos (THITINAN e McCONVILLE, 2009;
BHOPALE e NANDA, 2007). Os fatores mais associados a infecgdo s&o transfuséo
de sangue, uso de drogas injetaveis. Os fatores de risco sdo: uso inadequado de
equipamentos médicos, comportamento sexual de risco, praticas culturais e sociais

como circuncisdes, uso de piercings e tatuagens. A transmissao da mae para o feto
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€ pouco eficiente e ndo ha relatos de transmissao por saliva (THITINAN e
McCONVILLE, 2009).

A hepatite C aguda €& geralmente assintomatica, sendo raros os casos
fulminantes ou severos. A maior complicacao € a cronificacdo da enfermidade, o que
ocorre em 50 a 80% dos casos (PAWLOTSKY, 2004; MEYERS et al, 2003). Este
virus RNA evade o sistema imune estabelecendo infecgao crénica que pode levar a
cirrose, cancer hepatico e a morte (TELLINGHUISEN, 2007). Dos pacientes
infectados, cerca de 30% chegam a eliminar o virus espontaneamente, o que
significa que existe um mecanismo imunoldgico capaz de eliminar completamente o
virus, que, se elucidado em detalhes, representara o caminho para a imunoterapia
contra a hepatite C cronica (DIEPOLDER, 2009). A Figura 4, a seguir, € uma

representacdo esquematica do histérico natural das infec¢des por VHC.

+ Recuperacao

20%-50%
Infecgio , Estabilidade
aguda BD“;G_H_,.-»-""
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Figura 4 — Historico da evolugédo do VHC. Fonte: adaptado de PAWLOTSKY, 2004.

Na corrente sanguinea, o ciclo de vida do VHC comega com o acoplamento
de receptores especificos na célula viva. O complexo de proteinas de envelope E1-
E2 realiza as primeiras interagdes com moléculas de superficie das células do
hospedeiro, tais como glicosaminoglicanos, representando um papel no
reconhecimento e tropismo celular. Apds a interagdo de superficie, ocorre a

endocitose, mediada por receptores em uma vesicula de baixo pH (VBRC, sem data;
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TELLINGHUISEN et al., 2007; PAWLOTSKY, 2004). Quando o core viral atinge o
interior da célula, a capa protéica se dissolve liberando seu RNA, que se agrega ao
ribossoma celular e inicia a produgdo de RNA transcriptase. Nesta etapa do
processo, observam-se alteragdes na fungdo da célula, em alguns casos, o virus
estimula a reproducgao celular, associando o VHC ao cancer hepatico. O RNA viral
gera um padrao que € copiado centenas e milhares de vezes. Inicia-se a produgao
de capsbmeros, que sdo construidos ao redor do RNA em novas particulas virais.
Os capsOmeros constroem os capsideos esféricos, envolvendo completamente o
RNA. A particula completa é denominada nucleocapsideo (VBRC, sem data). O
nucleocapsideo adquire seu envelope no lumen do reticulo endoplasmatico. As
particulas sdo entdo exportadas e eliminadas pela rota secretéria da célula e séo
eliminadas com o amadurecimento das proteinas de envelope como novos virus.
Este processo continua até a morte da célula por exaustdo (VBRC, sem data
PAWLOTSKY, 2004).

2.2.5 Resposta imune

Esta desenvolvido no virus da hepatite C um sistema de evasao e supressio do
sistema imune, com recursos sofisticados, sendo a variabilidade genética e a
alteracdo dos padrdes de resposta imune - com a mudanga continua dos epitopos
expostos a detecgao - os fatores que mais contribuem para a geragéo de cronicidade
e para a evasao as respostas inata, celular e humoral (PORTO-ESPINOZA, et al.,
2006).

2.2.51 Resposta inata

A infeccdo viral aguda aciona rapidamente a resposta imune nao
especifica, como primeira linha de defesa, envolvendo principalmente a secrecao de
interferons do tipo | e ativagao de células natural killer (NK), que sao induzidas pela
replicacdo do VHC, mas ndo sdo o suficiente para inibi-la (PAWLOTSKY, 2004).
Estudos verificaram in vitro que algumas regides virais bloqueiam a atividade
antiviral dependente de interferon e acredita-se que alguns dominios das proteinas
codificadas pelos genes NS5A e E2 se associam com a proteina quinase R (PKR),

sintetizada durante a resposta antiviral interferon-dependente. A PKR atua
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interrompendo a sintese celular de proteinas e, por conseguinte, a sintese de
proteinas virais. A unido das proteinas NS5A e E2 com a PKR aparentemente inibe
o efeito antiviral da dita proteina. Além disso, descobriu-se que a proteina E2 inibe
as células NK e a proteina do core pode interatuar e modular in vitro varias vias de
transducao de sinal relacionadas com a resposta imune inata (PORTO-ESPINOZA,
et al, 2006).

2.2.5.2 Resposta celular

Em linhas gerais, sabe-se que o VHC induz a uma resposta celular de baixa a
moderada intensidade, o que esta relacionado a cronicidade (PORTO-ESPINOZA, et
al, 2006).

As células T CD8+, T CD4+ e a producdo de anticorpos s&o induzidas em
todos os pacientes imunocompetentes acometidos pela hepatite C aguda. A
eliminacgao viral esta associada com a ativagdo de genes que induzem a produgao
de interferons-gama (IFN-y) e de genes envolvidos no processamento e
apresentacdo de antigenos. Entretanto, este mecanismo de resposta demonstrou-se
quantitativa e qualitativamente inadequado. Com a persisténcia do virus, as células
TCD4+ perdem a sua funcéo, o que acarreta no declinio da produgcao de IFN-y. As
células TCD8+ especificas para o VHC tendem a ser multiespecificas e policlonais e,
devido a alta variabilidade do virus, formacbes de mutacbes em quasispécies para
escape as T CD8+ sdo comuns e acredita-se que sejam a razao principal da
resisténcia viral (DIEPOLDER, 2009; PAWLOTSKY, 2004).

Sendo assim, a falha na coordenacao entre as células TCD4+ e TCD8+ na
maioria dos individuos para combater mutagdes virais e a exaustdo celular, estao
diretamente relacionadas a cronificagdo da enfermidade. Estes mecanismos devem
ser devidamente elucidados antes que uma vacina eficaz possa ser desenvolvida
(DIEPOLDER, 2009; PAWLOTSKY, 2004).
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2.2.5.3 Resposta humoral

Com a habilidade de evadir o sistema imune inato, celular e a acdo dos
interferons, ha ainda a produg¢ao de anticorpos anti-VHC de ac&o contra multiplos
epitopos, e sdo detectados geralmente de 7 a 31 semanas apo6s a infecgéo, o
que ¢é significantemente demorado (PAWLOTSKY, 2004; VISO, 2007). Os
anticorpos possuem como unico alvo identificado a regido hipervariavel 1
(HVR1), uma cadeia de 27 aminoacidos localizada na posicdo N-terminal da
glicoproteina de envelope E2. Entretanto, ndo foi confirmado se estes anticorpos
possuem papel na eliminacdo do virus. Além disso, foi sugerido que a
variabilidade apresentada pela HVR1 pode gerar continuamente novas variantes
do VHC capazes de escapar das respostas neutralizantes. Sugere-se também
que estas variantes sdo formadas pelas propriedades conformacionais e fisico-
quimicas altamente conservadas da HVR1, que pode induzir a formagao de
anticorpos que exercem reagdo cruzada com inumeras variantes virais, que sao
geradas para eliminagao do sitio de reconhecimento da resposta imune. Esta alta
variabilidade gendémica é outra razdo para que nao se possa afirmar que a
producdo de anticorpos tenha alguma atuagdo relevante no combate ao virus
(PAWLOTSKY, 2004).

2.2.6 Tratamento

Considerando que o virus da hepatite C é altamente mutavel, ainda ndo existe
vacina disponivel contra esta enfermidade, e nem profilaxia eficaz para pos-
exposicao (FERREIRA e SILVEIRA, 2004). O objetivo do tratamento da hepatite C
crbnica é prevenir as complicagdes posteriores decorrentes da infeccdo, o que
significa eliminar RNA viral detectavel do sangue, num ensaio onde o limite de
deteccdo é < 50 unidades internacionais por mililitro (Ul/mL). O que se busca,
portanto, € uma resposta viral sustentada (RVS), que se define como a auséncia de
RNA viral da hepatite C no sangue seis meses apds o término da terapia. Estudos
apresentam a RVS como um progndstico favoravel e equivalente a cura (THITINAN,
2009; CHEVALIEZ e PAWLOTSKI, 2007; QUIJANO e OTERO, 2006).
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O desenvolvimento da imunoterapia atingiu recentemente a fase de estudos
clinicos. A primeira vacinagao terapéutica foi realizada com epitopos celulares CD4+
e CD8+ derivados de VHC, utilizando poli-arginina como adjuvante num tratamento
em pacientes cuja resposta aos tratamentos tradicionais ndo foi satisfatoria.
Entretanto, somente poucos individuos apresentaram redugdo na carga viral. Em
outro estudo, uma empresa suigca desenvolveu uma vacina de DNA, para tratamento
de pacientes com hepatite C crbnica e virgens de tratamento (nunca submetidos a
outro tratamento) e apresentou alguns resultados promissores. Estes estudos
revelam que a imunoterapia tem potencial e um melhor entendimento da
imunopatogénese da hepatite C cronica deve ser alcancado para obtencdo de
avangos especificos (DIEPOLDER, 2009).

Dentre os tratamentos disponiveis no mercado, o primeiro a ser implementado
foi a monoterapia com IFN-alfa, por via subcutdnea ou intramuscular, que ja era
considerado como potencial tratamento para a hepatite C (antes denominada como
‘ndo A e ndo B”) em 1986. Foi licenciado em 1991 por demonstrar resposta viral
sustentada (RVS) apos 24 a 48 semanas de tratamento. O tratamento € descrito
como doses de 3 milhdes de unidades internacionais (3 MUI) em regime de 3
injecdes semanais e por um periodo de 6 meses. Devido a baixa RVS apresentada
(6 a 12% dos casos) pelos pacientes, o regime foi alterado para o periodo de 48
semanas (8 meses), para o tratamento de hepatite C cronica, mas os resultados de
RVS permaneceram baixos (12 a 20%) (CHEVALIEZ e PAWLOTSKI, 2007). A RVS
na monoterapia n&o € a mesma para todos os gendtipos e observaram-se melhores
resultados na monoterapia para tratamento de outros gendétipos (28 a 42%) do que
para o genotipo 1 (7 a 22%) (THITINAN e McCONVILLE, 2009). A fim de melhores
resultados no tratamento, dois anos apds o licenciamento do interferon, somou-se a
essa terapia o uso do medicamento ribavirina (um agente antiviral analogo da
guanosina de origem sintética) por via oral. Houve melhora nos resultados, que
alcancaram uma meédia de 60% (BEZERRA e OLIVEIRA, 2007; QUIJANO e
OTERO, 2006). Para tentar contornar a ainda insatisfatéria eficacia no tratamento,
devido as limitagdes do interferon, algumas moléculas de interferon modificadas,
entre elas o interferon peguilado surgiram como alternativas (THITINAN e
McCONVILLE, 2009).



17

No Brasil, os medicamentos adotados para o tratamento sdo o interferon
convencional associado a ribavirina e o interferon peguilado associado a ribavirina,

como apresentado no Quadro 1, a seguir:

“Stuscio | Droga | bose | vn | oursseo

alfa 2a 180 ug/sem ou alfa 2b 1,5

Hepatite C Peg ug/kg/sem sC
crénica + ; 48 semanas
(genétipo 1) RBV 11-15 mg/kg/dia (800-1.200 mg VO

em 2 tomadas)
Hepatite C IFNc 3 MUI 3x/sem SC
crénica + 11-15 mg/kg/dia (800-1.200 24 semanas
(genétipo 2 ou 3) RBV T o e VO

em 2 tomadas)

IFNc - interferon convencional; Peg - interferon peguilado; RBV - ribavirina

Quadro 1 - Esquemas terapéuticos para hepatite C cronica. Fonte: BRASIL, 2005
Legenda: SC: via sub-cutanea; VO: via oral

2.3 OS INTERFERONS
2.3.1 Definicao

Dentre todas as citocinas conhecidas, o interferon foi a primeira a ser descrita
em termos de atividade biologica, em 1957, por Isaacs e colaboradores (BILLIAU,
2006). Os interferons sao glicoproteinas naturais produzidas pela maioria dos
vertebrados em resposta a agentes infecciosos e células tumorais. Podem ser
produzidos pelo sistema imune inato, adaptativo e também por fibroblastos e células
epiteliais (CHEVALIEZ e PAWLOTSKI, 2007).

2.3.2 Classificagao

A Sociedade Internacional para Pesquisa de Interferon e Citocinas dividiu os
interferons em trés classes principais, de acordo com sua origem e o tipo de receptor
com o qual interagem (CHEVALIEZ e PAWLOTSKI, 2007).
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2.3.2.1 Tipol

Formam uma superfamilia de citocinas produzidas pelo sistema imune inato.
Pertencem a este tipo o IFN-a (com 13 subtipos) entre outros, tais como o IFN-[3.
Todos os subtipos de IFN-a s&o secretados por leucocitos, enquanto que IFN- é
também produzido por fibroblastos (CHEVALIEZ e PAWLOTSKI, 2007).

2.3.2.2 Tipoll

O unico descrito até o momento é o IFN-y, descoberto em 1965 e € produzido
exclusivamente por células do sistema imune adaptativo, tais como células T e
NK (natural killers), apds estimulos ocorridos nas respostas iniciais do sistema
imune inato (CHEVALIEZ e PAWLOTSKI, 2007).

2.3.2.3 Tipo lll

Classificado e também denominado como interleucina 28/29 e como IFN-A,
apresenta atividades similares ao IFN, porém exerce sua atividade através de
receptores mais complexos e distintos do IFN tipo |. Seus mecanismos de acao
antiviral ndo estdo completamente descritos, mas estudos observaram que pode
ser produzido por mondcitos macrofagos, células dendriticas e que sua produgao

€ também estimulada pela agédo de IFN-a. (ANK et al., 2006).

2.4 INTERFERON ALFA (IFN-a)

IFN-a humanos, além do amplo espectro de acdo antiviral, possuem também
acao antiproliferativa e imunomodulatéria sobre diversos tipos de células. Embora
descobertos no final da década de 1950, tornaram-se disponiveis para obtengao
em grande escala somente mais de duas décadas depois, com a expressao do
IFN-a-2b humano recombinante em Escherichia coli a partir da tecnologia de
DNA recombinante, com alto nivel de pureza, permitindo sua aplicacido de
maneira eficaz contra diversas enfermidades. Diversos subtipos de IFN-a foram
clonados, mas somente IFN-a-2a e 2b foram comercializados (CINDRIC et al.,
2006; HERNANDEZ, et al, 1998; RADHAKRISHNAN et al., 1996).
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2.4.1 Propriedades

A proteina IFN-a é composta de 165 ou 166 aminoacidos, tal como todos os
outros subtipos de IFN-a. Todas as espécies apresentam ainda duas pontes
dissulfeto conservadas, localizadas entre as cisteinas (cys) cys1-cys98 e cys29-
cys138 (Figura 5) (RADHAKRISHNAN et al., 1996). Possui massa molecular de
19.400 Daltons (Da) (19,4 kDa) e seu ponto isoelétrico, determinado por
focalizagao para a proteina recombinante, encontra-se entre 5,8 e 6,3 (WETZEL
et al., 1981; CINDRIC et al., 2006).

Figura 5 — Estrutura do IFN-a 2b humano recombinante. Fonte: PDB (1997)

2.4.2 Propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas

O IFN-a ativa genes celulares que resultam na produgédo de proteinas que
conferem as células uma condigao antiviral. De um modo geral, o mecanismo do
sistema interferon é composto de duas etapas: a “inducao/produgao” e a “agao”.
Ao entrar na célula, o virus expde seu material genético. No caso do VHC, o RNA

segue para replicagdo e construcdo de novas particulas virais que deixam a
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célula. O novo material genético formado envia um sinal para o nucleo da célula,
levando ao processamento de genes de interferon e sua produgao. O interferon
produzido é eliminado pela célula e alcanga a célula vizinha, onde € internalizado
e inicia a sinalizacdo para a producdo de proteinas antivirais, paralisando a
replicacédo do virus (BILLIAU, 2006; KAYSER et al. , 2005).

Uma vez que sao degradados pelo acido gastrico e enzimas proteoliticas, os
interferons devem ser administrados por via intramuscular ou subcutanea. Sao
amplamente e rapidamente distribuidos pelos tecidos do corpo, com
concentragbes mais elevadas ocorrendo nas células esplénicas, nos rins, figado
e pulmbes. Entretanto, estudos apresentam os rins como principal sitio de
metabolismo do IFN, sendo esta a sua principal rota de eliminagdo. Uma
quantidade consideravel de IFN ¢é eliminada pela urina, enquanto os
metabolismos de excreg¢ao hepatica e biliar sdo rotas minoritarias de eliminacao.
Com isso, a meia-vida do interferon no organismo € de 3 a 8 horas apds a
aplicacao no paciente (THITINAN e McCONVILLE, 2009).

2.4.3 Limitagoes no tratamento

Todos os tratamentos atualmente disponiveis contra a hepatite C sao
baseados em formulagdes contendo IFN-a em monoterapia ou em combinagcao
com ribavirina (THITINAN e McCONVILLE, 2009). Entretanto, devido a curta
meia-vida, para atingir concentragdes terapéuticas constantes e eficazes no
sangue, o IFN-a deveria ser administrado varias vezes por dia, o que seria caro e
incobmodo (BEZERRA e OLIVEIRA, 2007). Para equilibrar tais problemas, a
terapia exige inje¢cdes trés vezes semanais e, em alguns casos, até diarias.
Estudos de cinética viral mostraram que a administragdo de IFN-a a cada dois
dias estava associada ao rebote viral entre as inje¢des, levando ao declinio do
processo de eliminagdo viral em muitos pacientes e a adogédo das injecdes
diarias nao foi muito tolerada (CHEVALIEZ e PAWLOTSKI, 2007).

O tratamento com IFN-a apresenta varios efeitos colaterais tais como
fraqueza, sonoléncia, perda de apetite, depressao, irritabilidade e ansiedade
(THITINAN e McCONVILLE, 2009). Somando-se a esse quadro ha ainda a
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resposta insatisfatoria, que ¢é resultado da farmacocinética anteriormente
descrita. Ainda assim, estudos apontam para tendéncia futura da permanéncia do
IFN-a como antiviral, associado ou n&o a algum outro agente (THITINAN e
McCONVILLE, 2009), o que justifica a persisténcia em aperfeigoar o tratamento

com esta proteina.

Um método encontrado para aumentar o tempo de circulagédo da molécula de
IFN no sangue foi a ligacdo covalente da molécula protéica a cadeias de um
polimero soluvel em agua, o polietilenoglicol (PEG). Deste modo obteve-se o IFN
peguilado, conferindo a proteina propriedades como maiores niveis de
sustentabilidade no sangue, aumento da eficacia antiviral € maior conveniéncia
ao paciente no tratamento (CHEVALIEZ e PAWLOTSKY, 2007; KOZLOWSKI e
HARRIS, 2001).

2.4.4 Interferons registrados e suas aplicagoes

As Tabelas a seguir apresentam os interferons aprovados pelo FDA (Food

and Drug Administration - mercado norte-americano), EMEA (European Medicines

Agency - mercado europeu) e ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria -

mercado brasileiro), bem como as indicagbes de uso para cada um deles:

Tabela 1: Interferons aprovados pelo FDA para o mercado norte americano

Nome Ingrediente Indicacéao Empresa Aprovagéao

Actimmune IFN gama 1b Granulomatose Intermune Pharms 1999
cronica
Osteopetrose

Alferon N Injection IFN alfa N3 Papiloma virus Interferon Sciences 1989
humano (HPV)

Avonex IFN beta 1a Formas Biogen 1996
recidivantes de
esclerose multipla
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(continuagao)

Nome Ingrediente Indicagcéao Empresa Aprovagéo
Betaseron IFN beta 1b Formas Bayer Healthcare 1993
recidivantes de Pharms
esclerose multipla
Extravia IFN beta 1b Formas Novartis Pharms 2009
recidivantes  de
esclerose multipla
Infergen Alfacon-1 Hepatite C crénica Intermune Pharms 1997
Intron A IFN alfa 2b Hepatite C cronica Schering 1986
Pegasys IFN alfa 2a Hepatite C cronica Hoffman-La Roche 2002
peguilado
Peglinterferon IFN alfa 2a Hepatite C crénica Hoffman-La Roche 2004
peguilado e
ribavirina
Pegintron IFN alfa 2b Hepatite C crénica Schering 2001
peguilado
Peglntron/Rebetol IFN alfa 2b Hepatite C crénica Schering 2008
peguilado e
Combo Pack ribavirina
Rebif IFN beta 1a Formas Serono INC 2002
recidivantes de
esclerose multipla  (Merck Serono)
Roferon A IFN alfa 2a Formas Hoffman-La Roche 1986
recidivantes de
esclerose multipla
Fonte: elaborado a partir de dados FDA
Tabela 2: Interferons aprovados pelo EMEA para o mercado europeu
Nome Ingrediente Indicacgao Empresa Aprovagao
Alpheon IFN alfa 2a Hepatite C crénica Bio Partners GmbH  Recusado em
2006 "
Avonex IFN beta 1a Esclerose multipla Biogen Indec 1997
Limited
Betaferon IFN beta 1b Esclerose multipla  Schering 1995
Extravia IFN beta 1b Esclerose multipla Novartis Europharm 2008

Llimited
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(continuagao)

Nome Ingrediente Indicagéao Empresa Aprovagéo
Infrgen Alfacon-1 Hepatite C crénica Astellas Pharma 1999 e
Europe BV retirado em
2006 ¥
Rebif IFN beta 1a Esclerose multipla  Schering Plough 1998
Europe Limited
Viraferon IFN alfa 2b Hepatite C cronica Schering Plough 2000 e
Europe retirado em
Hepatite B cronica 2008 @
Intron A IFN alfa 2b Leucemia; Schering Plough 2000
Europe
Hepatite C
cronica;
Leucemia de
células T;
Hepatite B
cronica;
Carcinoma
folicular;
Mieloma multipplo
Pegasys IFN alfa 2a Hepatite C Roche Registration 2002
peguilado cronica; Ltd
Hepatite B
cronica;
Peglintron IFN alfa 2b Hepatite C cronica SP Europe 2000
peguilado
ViraferonPeg IFN alfa 2b Hepatite C cronica SP Europe 2000
peguilado

Fonte: Elaborado a partir de dados do EMEA

Notas:

(1) Alpheon foi recusado pelo EMEA, sob as seguintes razdes:

- auséncia de dados suficientes de estabilidade;

- processo de producdo do produto acabado nao foi adequadamente validado;
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- apresentou maiores efeitos colaterais que o similar Roferon A;

- 0s testes de poténcia nao foram adequadamente validados.

(2) Retirado do mercado pelo préprio fabricante por razdes comerciais.

(3) Retirado do mercado por razdes comerciais, por ser idéntico ao Intron A.

Tabela 3: Interferons aprovados pela ANVISA para o mercado brasileiro

Nome Ingrediente Empresa Fabricante

Roferon A IFN alfa 2a Produtos Roche Quimicos e F. Hoffman La Roche (Suiga)
Farmacéuticos SA

Interferon alfa 2a | IFN alfa 2a Blausiegel Ind e Comércio Shenyang Sunshine (China)
LTDA

Heberon Alfa R IFN alfa 2b Cubanacan Comeércio CIGB (Cuba)
Internacional

Intron A IFN alfa 2b Ind Quimica e Schering Plough (Irlanda)
FarmacéuticaSchering Ploug
AS

Interferon alfa 2B | IFN alfa 2b Biosintética Farmacéutica Biosidus (Argentina)

HUR LTDA

Kinnoferon 2 A IFN alfa 2a Lab Quimico Farmacéutico Dong A Pharmaceutical
Bergamo LTDA (Coréia)

Blauferon-B IFN alfa 2b Blausiegel Ind e Comércio Laboratérios Pablo Cassara
LTDA SRL (Argentina)

Interferon Alfa 2a | IFN alfa 2a Chron Epigen Ind e Comércio  Shenyang Sunshine

Humano LTDA Pharmaceutical Co., LTD

Recombinante (China)

Pegasys IFN alfa 2a Produtos Roche Quimicos e F. Hoffman La Roche

peguilado Farmacéuticos SA
Pegintron IFN alfa 2b Ind Quimica e Schering Plough
peguilado FarmacéuticaSchering Ploug

AS

Alfainterferona IFN alfa 2b Bio-Manguinhos/FIOCRUZ Bio-Manguinhos/FIOCRUZ

2b humana
recombinante

Fonte: elaborado a partir de dados da ANVISA (2005)

A Tabela 3 acima lista os produtos contendo IFN alfa, que comprovaram sua

eficacia para tratamento das hepatites B e C.
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A Tabela 4, a seguir lista os medicamentos contendo IFN beta registrados na

ANVISA para tratamento de esclerose multipla:

Tabela 4: IFN beta registrados no Brasil

Produto Empresa

Avonex Abbott

Betaferon Schering do Brasil
Rebif Serono

Interfer Eurofarma
Imunokine Beta Silvestre

Fonte: ANVISA (2003)

2.5 O INTERFERON PEGUILADO

2.5.1 A peguilagao

Com a expansao do uso de proteinas e peptideos para fins terapéuticos,
gragas aos avangos na engenharia genética e a capacidade de producéo destes
peptideos em larga escala, foram evidenciados os problemas comuns entre eles,
tais como curta meia-vida, surgimento de imunogenicidade, degradacéao
proteolitica e baixa solubilidade. As estratégias encontradas para contornar estas
caracteristicas, melhorando a farmacocinética e a farmacodindmica destes
medicamentos, incluem a manipulagdo de sequéncias de aminoacidos; a fusdo
ou conjugagdo a imunoglobulinas e proteinas, tais como a albumina; a
incorporagdo da proteina a veiculos para protecdo e liberagdo controlada
(lipossomas, micro-nano particulas, hidrogéis) e a conjugagdo a polimeros
naturais ou sintéticos (VERONESE e PAUST, 2009; ROBERTS et al, 2002).

A peguilacao, técnica de modificagdo de uma proteina pela ligagdo a uma ou
mais cadeias de PEG, foi descrita pela primeira vez por Davies e Abuchowsky,
no final da década de 1970, o que se tornou um marco, pois até entdo as
proteinas — substancias labeis — ndo eram consideradas como passiveis de
alteracgdes tao significativas e que mantivessem sua atividade (VERONESE e

PAUST, 2005). A comunidade cientifica se tornou familiarizada com as



26

otimizagdes associadas a peguilagdo, tais como a protecdo de epitopos
antigénicos, reduzindo seu reconhecimento pelo sistema imune e a degradagao
de proteinas por enzimas proteoliticas, além do aumento do tamanho aparente
do polipeptideo, reduzindo a filtragao renal e alterando sua biodistribuicdo. Deste
modo, a técnica foi adotada como alternativa para aumentar o tempo de
circulacao de proteinas farmacéuticas no sangue e logo se tornou grande o
interesse em utiliza-la com o IFN-a (ROBERTS et al.,, 2002; KOZLOWSKI e
HARRIS, 2001). Dois laboratérios farmacéuticos foram os primeiros a
disponibilizar formulagbées de IFN-a peguiladas: Schering, com o Peg-Intron®, e
Hoffman-La Roche, com o Pegasys® (VERONESE e PAUST, 2005).

O Quadro 2 apresenta as proteinas peguiladas atualmente disponiveis no

mercado:
Marca Substancia ativa Indicagao Ano de aprovagao
Adagen® Adenosina deaminase Imunodeficiéncia 1990
severa combinada
Oncaspar® Asparginase Leucemia 1994
Neulasta® Fator estimulador de colénias de  Neutropenia 2002
granuldcitos (G-CSF)
Pegintron® Interferon a2b Hepatite C 2000
PAGASYS® Interferon a2a Hepatite C 2002
Mircera® Eritropoetina (EPO) Anemia associada a 2007
doenca renal crénica
Somavert® Antagonista do horménio humano Acromegalia 2002
do crescimento
Cimzia® Anti-Fator de Necrose Tumoral Artrite reumatdide e 2008
(Anti-TNF Fab’) doenga de Chron

Quadro 2 — Proteinas peguiladas no mercado. Fonte: VERONESE e PAUST, 2009

Essa técnica é vista atualmente como de continuo interesse, estando muito
bem documentada por diversos artigos e patentes e tornou-se a dominante para

sistemas de liberagdo controlada de proteinas na industria biotecnolégica, cujas
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vendas de proteinas terapéuticas peguiladas ultrapassam os quatro bilhdes de
dolares (VERONESE e HARRIS, 2008)

2.5.2 Técnicas de peguilagao

Os fatores que contribuem para a alteragdo das propriedades de um
polipeptideo peguilado s&o: o numero de cadeias de PEG ligadas a proteina; a
massa molecular e a estrutura das cadeias de PEG; o local dos sitios de
peguilacédo e a quimica utilizada para a conjugagédo (ROBERTS et al., 2002).

Existem diversos procedimentos de modificagdo por conjugagao quimica com
possibilidades de se adequarem a diversas proteinas. Os grupos amino foram os
primeiros alvos da peguilagdo, por reagdes de acilagdo ou alquilagdo. Mais
recentemente, conjugacédo do PEG a grupos tiol, hidroxila ou amida também se
tornaram possiveis por uso de diversos métodos quimicos ou enzimaticos
(VERONESE e PAUST, 2005).

Para conjugar o PEG a uma proteina, antes é necessario ativar o polimero
pela conversdo da hidroxila terminal a algum grupamento capaz de reagir com
grupos funcionais encontrados na superficie das proteinas, formando o reativo de
PEG especifico (KOZLOWSKI e HARRIS, 2001). As técnicas empregadas para a

ativagao e posterior conjugacao sao descritas a seguir.
2.5.2.1 Modificagdo do grupo amino

Os primeiros reativos ativados de PEG empregaram PEG linear com massas
molares de 12.000 ou menos. Os mais utilizados foram os mPEG-succinimidil-
succinato (SS-PEG) e succinimidil-carbonato (SC-PEG). Os reativos N-
hidroxisuccinimidil foram usados principalmente para a conjugagdo com o grupo
amino (a-amino N-terminal, e-aminos em lisina ou grupos amino em histidina). Esta
técnica foi empregada para a obtengdo do Peglntron®, com a conjugacédo de SC-
PEG ao IFN-a-2b (VERONESE e PAUST, 2009; ROBERTS e HARRIS, 2002).
Embora esta técnica seja a modificagdo mais comum e a primeira escolha em
qualquer projeto de conjugacao, ha formacao de muitos isbmeros, o que dificulta a

posterior purificacdo. Entretanto, essa mistura de isbmeros pode ser aprovada por
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agéncias regulatérias, no caso da agéncia americana FDA se for comprovada a
reprodutibilidade da reacdo. Este foi o caso do Oncaspar®. Com a implementagao
de maior rigidez nos controles de qualidade, a caracterizagdo de cada isémero
(quando possivel) € compulséria, como foi o caso do Pegasys® e do Peglntron®
(VERONESE e PAUST, 2005).

A Equacao 1, a seguir ilustra a reagcado de obtencdo do Pegintron®, através
dos reativos PEG-benzotriazol ou PEG-succinimidil carbonato aos residuos de

histidina nas proteinas.

‘T 2 Nen
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Equacao 1 - Fonte: ROBERTS e HARRIS (2002).
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A Equacgao 2, representa outro esquema de obtencido de IFN-a-2b peguilado.
Nesta reacao, grupos amino livres no IFN-a-2b reagem com o reativo PEG3 40k, um
reativo de duas ramificagdes e massa molar de 40 kDa. Quando o éster ramificado
de 40 kDa de N-hidroxisuccinimida reage com a proteina, sdo formadas ligagdes

amido entre ambas as macromoléculas (RAMON, et al., 2005).
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Equacéo 2 - Fonte: RAMON, et al. (2005).
2.5.2.2 Modificagao do grupo tiol

A falta de especificidade € um limitante para a técnica de conjugacao por
grupo amino. Devido ao grande numero de aminas presentes em qualquer proteina,
é também elevada a possibilidade de obtencdo de multiplos isbmeros, por esta
técnica que pode ser considerada randémica (VERONESE e PAUST, 2009). Como
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proposta, a modificagdo do grupo tiol de cisteinas ndo envolvidas em pontes de
dissulfeto € um método especifico, pois cisteinas sdo raramente presentes em
proteinas e peptideos. Esta técnica se expandiu gragas a engenharia genética, que
permite a introducao de residuos de cisteina em qualquer posi¢do de uma sequéncia
peptidica, por substituicdo de um aminoacido ndo essencial (VERONESE e PAUST,
2005). Foi descrita para a peguilacao de IFN-a-1b, através da ligagao entre o reativo
PEG-maleimida e a cisteina 86 (Cys86) da proteina que, segundo os autores,
apresenta-se disponivel para a conjugagdo com o grupo sulfidrila (SHEN et al.,

2006), como apresentado na Equacéo 3:
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Equagéo 3 - Fonte: SHEN, et al. (2006).

2523 Peguilagao especifica por enzimas ou protegao reversivel

A conjugagao mediada por enzimas foi proposta com a aplicagao de enzimas,
tais como glucororiltransferase e sialiltransferase, que foram empregadas para ligar
uma unidade sialil-PEG a residuos de serina ou treonina. Esta metologia tenta
mimetizar a glicosilagado natural de proteinas, mostrando que o PEG pode substituir
os glicanos das modificagbes pos-transducionais das proteinas. Este método

despertou interesse recentemente por ter demonstrado que pode ser um método de
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alta especificidade (VERONESE e PAUST, 2009). Diversas enzimas que ocorrem
naturalmente reconhecem glutamina como substrato, sdo as transglutaminases.
Pesquisas demonstraram que glutaminas em proteinas podem ser substratos destas
enzimas, se uma unidade amino PEG é usada como doador nucleofilico. Através da
reacao de transglutaminagao a enzima liga o PEG a proteina a nivel de residuos de
glutamina. A Equacao 4 a seguir, € uma representagao de peguilacdo conduzida
pela transglutaminase, com reagao seletiva entre o reativo PEG-amino e o residuo
de glutamina presente na proteina (VERONESE e PAUST, 2005).

o] i O
. . H Ho, Transglutaminase . H Ho, oy
HoN—AA7—N Jl—rwl—;ﬁ.A,—I_ICCCI— +PEG—NHz =———=  HN—AAT—N. f“—N—'rM'.',.—CCC" + NHy
: ; VAATR
CH Ca’ f"'
of"’L‘NHg 0" "N—PEG
H
Glutamina da proteina Glutamina peguilada

Equacao 4 - Fonte: adaptado de VERONESE e PAUST (2005).

2.5.3 O Interferon peguilado no mercado brasileiro

Tendo em vista que as hepatites virais sdo um grave problema de saude
publica no mundo e no Brasil, o Ministério da Saude do Brasil criou em fevereiro de
2002 o Programa Nacional para Prevencdao e o Controle das Hepatites Virais
(PNHV), a fim de promover a vigilancia epidemioldgica e garantir acbes gerenciais
em todos os niveis para que os pacientes tenham acesso aos servicos de saude
(BRASIL, 2003; BRASIL, sem data). Sendo assim, a fim de abastecer o mercado
brasileiro com o medicamento interferon o Ministério da Saude, através de um
acordo de transferéncia de tecnologia assinado em 2004 entre Fiocruz/Bio-
Manguinhos e a Instituigdo cubana CIGB (Centro de Ingeniaria Genética y
Biotecnologia), o medicamento é fornecido pela instituicdo cubana sob a forma de
ingrediente farmacéutico ativo (IFA). O IFA é formulado, envasado e embalado em
Bio-Manguinhos, de onde é distribuido para os postos do Servico Unico de Salde

(SUS). Em 2006, foram iniciadas as obras para a constru¢do da planta de produgao
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deste medicamento no Brasil, e o inicio da produg¢ao do interferon nacional esta

previsto para 2011.

Com a verificagado da eficacia superior do interferon peguilado comparada a
do interferon convencional e com o aumento de sua demanda, um acordo inédito se
estabeleceu em 2008 entre o CIGB e Bio-Manguinhos para o desenvolvimento
conjunto do medicamento peguilado, capacitando simultaneamente as duas
instituicdes na produgcédo deste novo medicamento. O acordo de desenvolvimento
conjunto foi assinado e averbado do Instituto Nacional de Propriedade Intelectual
(INPI) em 2008.

A partir deste acordo, grupos de diversas especialidades foram mobilizados
para tornar realidade a produgdo do interferon peguilado brasileiro-cubano e este
acordo esta permitindo a vivéncia nas etapas do desenvolvimento de um

medicamento, como apresentado na Figura 6 :
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Figura 6: esquema das etapas envolvidas no processo de descoberta de farmacos. Fonte: ROCCO et
al, 2010.
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As etapas de pesquisa e de testes pré-clinicos em animais ja foram realizadas
e o produto se encontra em fase | de testes clinicos, e todas as fases estao descritas

abaixo.

e Fase |: fase na qual os pesquisadores testam o medicamento em um pequeno
grupo de pessoas (20 a 30) para avaliar sua seguranga, determinar a dosagem e

identificar os efeitos colaterais;

e Fase Il: 0 medicamento é administrado em um grupo maior de pessoas (100 a
300) para verificagdo de sua eficiéncia e avaliagdes adicionais de seguranga;

e Fase lll: é realizada avaliagcdo com grupos maiores (1000 a 3000 pessoas), para
confirmacéo da eficiéncia, monitoragao dos efeitos colateriais, comparagao com
outros medicamentos similares e coleta de informacdes que irdo permitir que o

medicamento seja utilizado com seguranga;

e Fase IV: estudos pods liberagdo do produto para o mercado, que fornecem
informagdes adicionais do medicamento, incluindo riscos, beneficios e condigédo
ideal de utilizagdo (CLINICALTRIALS.GOV, 2007)

De um modo geral dentre 30 a 50 candidatos a medicamentos nos testes
toxicologicos e de fase |, apenas 1 a 3 candidatos chegam a fase Ill. Embora possa
haver problemas ligados diretamente a seguranga e eficacia, uma forte razédo é a
existéncia de uma lacuna entre os grupos de pesquisa e de engenharia e produgao.
Para que um candidato a medicamento percorra todos os estagios do
desenvolvimento, incluindo as fases I, Il, lll, escalonamento e produgdo para o
mercado, uma equipe multidisciplinar em bem integrada é fundamental, com
interagcdo entre os principios de engenharia e praticas de pesquisa e

desenvolvimento farmacéutico (WU et al, 2007).

Tal interagdo vem ocorrendo para a obtencdo do interferon peguilado, em
junho de 2008, tiveram inicio em Cuba, no CIGB, os experimentos de
desenvolvimento do novo ativado de polietilenoglicol de 48 kDa, que se trata de uma
nova proposta de ligante com 4 ramos e massa molar de 48 kDa, bem como os

experimentos de conjugacgéo deste ativado a molécula de interferon convencional.
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Entre outubro e novembro de 2009 foi realizada a produgcédo de lotes em
escala piloto nos moldes dos resultados satisfatérios dos experimentos de
desenvolvimento do processo, que foi desenhado em acordo entre as equipes de
desenvolvimento e producdo, em acordo com as Boas Praticas de Laboratério e as
Boas Praticas de Fabricacdo. Com os avancos e as aprovagdes nas etapas
seguintes dos testes clinicos, a producdo desta molécula sera nacionalizada e o

produto podera ser distribuido aos pacientes pelo SUS.
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2.6 OUTROS METODOS DE LIBERAGCAO CONTROLADA PARA O
INTERFERON

A peguilagcdo, embora possa aperfeicoar a bioatividade da proteina nativa
pela reducdo da taxa de eliminagdo do organismo, ao mesmo tempo pode reduzir a
mesma atividade por impedimento estérico. Deve ser observado o equilibrio entre o
tamanho da cadeia polimérica a ser conjugada e seu efeito sobre a atividade

antiviral a que o medicamento se propde (CALICETI, 2004).

Como alternativa a peguilagéo e suas possiveis limitagdes, outros métodos de
liberagdo controlada do interferon na corrente sanguinea foram estudados,
buscando aperfeigoar a farmacocinética e a farmacodinamica, resultando na menor

frequéncia possivel de aplicagbes do medicamento.
2.6.1 Uso de proteinas de fusao (modificagado genética)

Usualmente, peptideos séo conjugados a uma proteina carreadora a fim de
aumentar sua imunogenicidade e retardar a degradacdo. A proteina formada é
geneticamente modificada, através de rearranjo cromossdmico de dois segmentos
de DNA, em que dois genes diferentes sao fundidos. Esta fusdo da origem a um

novo gene, que codifica uma proteina de fusdo ou quimera.

Para uso como proteina de fusdo, a albumina sérica humana foi reconhecida
como candidata ideal por ser a mais prevalente na ocorréncia natural no sangue
humano, possuir meia-vida na circulacdo de 19 dias e por apresentar pouca funcao
enzimatica e imunoldgica. Por estas propriedades, pesquisas confirmaram que
proteinas terapéuticas com limitacbes de estabilidade, tais como o IFN,
geneticamente fundidas a albumina apresentaram maior meia-vida na circulagéao e
estabilidade mais elevada (BLAIRE, et al., 2002; THITINAN e McCONVILLE, 2009)

Albumina foi utilizada para a producdo do Albuferon ® (ZALBIN™), produzido
pela Human Genome Sciences, uma proteina de 85,7 kDa constituida do IFN-a 2b
geneticamente fundido a albumina sérica humana (HSA) e esta em fase avancada
de testes clinicos (THITINAN e McCONVILLE, 2009). Ainda neste setor, foi realizado
outro estudo com uma proteina recombinante de fusido utilizando IFN-a-2b e

albumina sérica humana (HSA), gerando a rHSA/IFNa2b, para o qual empregou-se
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Pichia pastoris como sistema de expressao. Testes preliminares com esta proteina
recombinante mostraram resultados satisfatérios e comparaveis ao IFN convencional
e IFN-PEG (HUANG, et al., 2007).

A desvantagem desta metodologia esta no desafio tecnoldgico da produgéo
em larga escala de proteina geneticamente modificada para uso parenteral humano
(THITINAN e McCONVILLE, 2009). Segundo informagdées mais recentes, o FDA
manifestou-se contra a aprovag¢ao do Albuferon®, alegando nao ser suficientemente
favoravel a razao risco/beneficio, levando-se em consideragcao a poténcia inferior do
medicamento quando administrado em doses menos frequentes e seu ja observado
potencial para graves efeitos colaterais no trato respiratério (HUMAN GENOME
SCIENCES, 2010).

2.6.2 Micro e nano particulas

A microencapsulagao utiliza matrizes poliméricas biodegradaveis e define-se
como técnica de empacotamento de materiais em capsulas poliméricas selaveis,
protegendo o dito material de interesse de condi¢gdes ambientais adversas, liberando
seu conteudo em velocidade controlada e em condi¢cbes especificas. O produto
obtido por este processo apresenta diferentes morfologias e estruturas internas.
Quando possuem dimensao abaixo de 100 nandmetros, sdo denominadas
nanoparticulas, nanocapsulas ou nanoesferas (SAEZ, et al., 2008; SAEZ,
HERNANDEZ; PENICHE, 2007; REIS, 2009). Nas duas Ultimas décadas as
microesferas vém sendo estudadas para a liberagdo controlada de proteinas e
peptideos. De um modo geral, o0 medicamento € distribuido através de uma matriz
polimérica e liberado por difusdo através da matriz ou degradagao do polimero com
liberacdo das particulas (SAEZ; HERNANDEZ; PENICHE, 2007; AZEREDO, 2005)..

As microcapsulas (ou microesferas) podem ser fabricadas de acordo com os

modelos apresentados na Figura 6, a seguir:
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FIGURA 7: Modelos de microcapsulas (A): matriz (microesfera; (B): microcdpsula simples; (C):
simples, irregular; (D): duas paredes; (E): varios nucleos; (F): agrupamento de microcapsulas
Fonte: AZEREDO, 2005

. O.
, @.

Para uma aplicagao especifica, o método de encapsulagado escolhido deve
levar em consideragdo as caracteristicas do produto a ser encapsulado e do
polimero. Do produto, deve-se conhecer a polaridade, solubilidade e estabilidade
frente as condi¢cbes externas. Para o polimero, devem ser previamente conhecidas a
polaridade, solubilidade, taxa de degradacéo, estabilidade e ponto de fusao

(CAMPOQOS, 2008). Dentre os métodos de encapsulagcdo destacam-se:
2.6.2.1 Atomizacéao (spray-drying)

Método utilizado desde a década de 1930 na industria de alimentos. O
ingrediente ativo € emulsificado e bombeado através de um atomizador para uma
camara de alta temperatura. No meio gasoso, tomam forma esférica, com a fase
ativa “empacotada” no interior da fase aquosa, formando capsulas geralmente do
tipo matricial (SAEZ; HERNANDEZ; PENICHE, 2007; AZEREDO, 2005).

26.2.2 Extrusao

Esta técnica envolve dispersdo do material do nucleo em uma massa fundida
de um carboidrato, sendo a mistura forcada através de moldes para um liquido

desidratante. No estado sdlido, os filamentos sdo quebrados em fragmentos
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menores, separados e secos. Este método € empregado quando se desejam
fragmentos visiveis e geram produtos de alta estabilidade pela auséncia de material

na superficie, com encapsulagcdo completa (AZEREDO, 2005).
2.6.2.3 Leito fluidizado

Particulas da substancia a ser revestida sdo encaminhadas em fluxo
ascendente através de um leito e a solugdo com o material de revestimento é
atomizada nas particulas, cujo fluxo é direcionado para uma camara e o material
revestido se solidifica quando langado em uma coluna descendente de ar, podendo
ser novamente langado no leito, com sucessivas passagens de revestimento (SAEZ;
HERNANDEZ; PENICHE, 2007).

2.6.2.4 Coacervacgao

A coacervagao simples consiste na dessolvatacdo do material de
revestimento e sua deposi¢gdo na superficie das particulas ou goticulas a serem
revestidas. As fases sao separadas por adicdo de solvente, alteracdo de pH ou
temperatura ou ainda pela adicdo de um sal ou polimero incompativel. Ja na
coacervagao complexa, a separacao de fases ocorre por atracao eletrostatica entre
dois ou mais polimeros de cargas opostas, apds serem misturados em meio aquoso
(SAEZ; HERNANDEZ; PENICHE, 2007).

2.6.2.5 Liofilizacdo

Método de desidratagao por sublimagdo de um produto congelado, que ocorre
nas etapas de congelamento rapido do produto e sublimagao do material sob vacuo.
Para a encapsulagao, o material congelado € uma emulsdo do ingrediente ativo na
substancia encapsulante (AZEREDO, 2005).

2.6.2.6 Secagem em tambor

Secagem por contato, na qual o material € espalhado em uma camada bem

fina na superficie de um tambor rotativo aquecido (AZEREDO, 2005).
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26.2.7 Inclusdo molecular

Processo que ocorre a nivel molecular, tendo ciclodextrinas (CD) como
encapsulantes (AZEREDO, 2005). Ciclodextrinas sdo uma familia de
oligossacarideos ciclicos compostos por subunidades glicopirandsicas ligadas em
posicao a-(1-4), sendo também conhecidas como cicloamiloses, ciclomaltoses e
dextrinas de Schardinger (DEL VALLE, 2003). A molécula resultante atua como
capsula de superficie externa polar e cavidade apolar, tornando-a capaz de atuar
como receptora e formar complexos de inclusdo com uma grande variedade de
moléculas de baixa polaridade (AZEREDO, 2005).

Os polimeros sao os materiais mais freqientemente empregados para
microencapsulacdo e podem ser de origem natural, sintética e semi-sintética,

destacando-se, os citados a seguir:

a) natural: compostos de polissacarideos animal ou
vegetal, tais como alginato, dextrana, goma arabica ou

quitosana;

b) semi-sintéticos: podem ser citados os derivados de

celulose, tais como etil-celulose e celulose acetobutirato.

c) Sintéticos: Derivados de acrilico e poliéster sdo os mais
amplamente utilizados. Poliésteres s&o polimeros
biodegradaveis que podem ser administrados por via
parenteral. Dentre eles, destacam-se poli-¢-
caprolactona, acido polilatico e os copolimeros de acido
latico e &cido glicdlico (PLGA) (SAEZ; HERNANDEZ;
PENICHE, 2007).

Foram estudados sistemas baseados em poli(acido latico) (PLA) e poli(acido
latico-co-acido glicélico) (PLGA) para encapsular proteinas terapéuticas e, entre
elas, o IFN-a. Entretanto, estes sistemas resultaram em decréscimo de atividade da
proteina (THITINAN e McCONVILLE, 2009). Outra opgéao apresentada foi o uso de
microcoros de alginato de calcio circundados por revestimento de poli-DL-lactideo-

poli(etilenoglicol) (PELA), no qual foi observada maior conservagao da atividade do
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interferon do que utilizando somente a matriz polimérica PELA ou PLGA (THITINAN
e McCONVILLE, 2009; ZHOU, et al., 2002).

Como propostas comerciais, em fase de testes clinicos, tém-se:

e Locteron™, formulacdo de IFN-a-2b contendo copolimeros de polietilenoglicol
e poli(tereftalato de butileno). A proposta deste medicamento, desenvolvido
pela Biolex Therapeuticis, € a de aplicagdo do mesmo a cada 2 semanas.

Encontra-se em fase Il de testes clinicos;

e Medusa ®, formulagdo usando polimero baseado em cadeias hidrofilicas de
poli-L-glutamato e moléculas hidrofobicas de a-tocoferol. Encontra-se em fase
Il de testes clinicos. (THITINAN e McCONVILLE, 2009).

Embora existam grandes avangos nestas técnicas para o IFN-a, uma das
limitagbes destes métodos esta no fato de que as proteinas sao materiais frageis
para as condigdes de encapsulagdo. Além disso, € um método de dificil
escalonamento, dificultado sua implementacdo para a obtengdo industrial de

produtos terapéuticos.

2.6.3 Lipossomas

Seguindo a mesma proposta das microcapsulas, foram estudadas também
composi¢des farmacéuticas de IFN-a empregando lipossomas, que sao vesiculas
esféricas constituidas de uma ou varias bicamadas concéntricas de lipideos,
isolando  um ou varios compartimentos aquosos do meio externo, sendo
classicamente preparados a partir de glicerofosfolipideo, fosfatidilcolina, capazes de
incorporar substancias hidrofilicas ou lipofilicas, podendo ser alteradas de acordo
com requisitos farmacéuticos e farmacolégicos, permitindo liberagao controlada do
farmaco encapsulado, com reducao significativa de sua toxicidade e interagdes

medicamentosas, com um minimo de reagdes inflamatorias locais (MACHADO;
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GNOATTO; KLUPPEL, 2007). Nesta técnica, YANG e colaboradores (2006)
desenvolveram um método de preparo de particulas contendo o IFN-a-2b. Uma vez
que o tamanho do lipossoma interfere no perfil de liberacdo do farmaco, neste
trabalho foi observado que lipossomas de maior tamanho (> 100 nm) podem ser
eficientes para uso tépico, como para o tratamento de herpes genital, por exemplo;
enquanto que os menores (< 100 nm) podem ser eficientes para aplicagcéao

parenteral, no caso do tratamento do virus da hepatite (YANG, et al., 2006).

2.6.4 Implantes

As microesferas apresentam limitagdes com uso dos polimeros sintéticos PLA
e PLGA, devido aos fatores inerentes a producao, tais como forgas de cisalhamento,
formacédo de interface, acidificacdo e interagdes proteina polimero, que podem
resultar na desnaturagao da proteina (MOHL e WINTER, 2004; HERRMANN, et al.,
2007). Desta forma, outra proposta de liberagdo controlada do medicamento foi o

uso de implantes intradérmicos.

Como exemplo para uso co IFN-a, tem-se o implante desenvolvido com matriz
lipidica de triestearina, na qual a proteina IFN-a 2a foi adicionada liofilizada
(estabilizada com trealose ou hidroxipropil-B-ciclodextrina). A matriz foi
confeccionada com diferentes propor¢cdées de triestearina e polietilenoglicol 6000
(PEG 6000) (MOHL e WINTER, 2004; THITINAN e McCONVILLE, 2009). PEG foi
adicionado a matriz como modificador de liberagao, uma vez que foi verificado que a
matriz lipidica sozinha apresentou um perfil de liberagao insatisfatorio, com 80% de
todo material do implante liberado em periodo de 7 dias. Como resultados
experimentais, 90 a 95% do IFN-a incorporado foi liberado continuamente deste
sistema durante 1 més. Tais resultados apresentam este sistema como promissor
para liberacédo controlada de proteinas, necessitando de mais estudos para
obtencao de implantes com perfil de liberagdo melhor definido (MOHL e WINTER,
2004).
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A Tabela 5, a seguir apresenta uma comparagao entre os sistemas estudados para a

liberacédo do IFN:

Tabela 5: beneficios e limitagdes dos sistemas de liberagcado controlada para IFN

Sistema

Beneficios

Limitagées

Peguilagao
quimica)

(modificagéo

Modificagdo genética

Microesferas

Lipossomas

Implantes

Reduz eliminagéo renal e tempo Compromete a atividade da

entre aplicagdes

Confere protegao a proteina

Tempo entre aplicagdes pode
chegar a duas semanas

Capaz de reduzir os efeitos
colaterais.

Menores reacgdes locais.

Reduz toxicidade e efeitos
colaterais.

Permite liberagao por periodos
mais longos.

proteina
Baixo rendimento do processo

Gera produto heterogéneo,
com isdmeros de posigao

Produgéo tecnicamente dificil
e a razao beneficios/riscos
ainda é considerada
desfavoravel.

Dificuldades na produgcdo em

escala industrial e baixo
rendimento.

Desnaturacdo da proteina
durante a produgéo.
Instabilidade da  proteina

encapsulada.

Incompleta
proteina.

liberacao da

Tamanho interfere na
capacidade de
permeabilidade.

Dificuldades de obtencgao de
produto com elevada
estabilidade fisico-quimica.

Necessidade de  maiores
estudos da porosidade para
aperfeicoar o perfil de
liberagao.

Fonte: elaboragéo a partir dos dados no texto e adaptado de THITINAN e McCONVILLE, 2009.
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2.7 CARACTERIZACAO DE BIOPOLIMEROS TERAPEUTICOS

O objetivo de um desenvolvimento farmacéutico € desenhar um
produto de qualidade, bem como seu processo de obtencdo, para que de modo
consistente possa ser alcancado o desempenho pretendido para o produto. Durante
o desenvolvimento, obtém-se experiéncia e informagdes gerando as combinagdes
de variaveis que irdo sustentar o desenho de processo de obtengao proposto para o
produto. Além disso, as informacdes obtidas nos estudos realizados durante o
desenvolvimento sdo a base para o estudo do gerenciamento dos riscos
apresentados e para estabelecer as especificagdes do produto final e também dos

controles em processo (ICH-Q8, 2008).

Devido as propriedades inerentes aos materiais poliméricos, mesmo as mais
poderosas técnicas de sintese ndo tém valor sem a capacidade de caracterizacéo
completa do produto obtido. E necessaria a determinacéo precisa dos parametros
estruturais, para que se possa correlacionar tais parametros as propriedades e
fungcdes para as quais foram desenvolvidos (FLORENZANO, 2008). Essa
caracterizagdo completa assume grande importancia quando o polimero € um
material biofarmacéutico, que requer rigoroso controle de qualidade para assegurar

sua seguranca e eficacia (SILVA et al, 2008).

Diferente das moléculas organicas pequenas, as propriedades dos polimeros
nao dependem apenas dos mondmeros que formam suas cadeias, mas também de
sua massa molar, grau de ramificagdo, e outras caracteristicas. Portanto, a
caracterizacao de polimeros esta baseada, quase que exclusivamente nas
caracteristicas citadas acima e existem varias técnicas de caracterizacao. Entre elas,
merecem destaque as que sdo baseadas em espalhamento de luz visivel, por serem
nao invasivas, de baixo custo e permitirem a determinacido de parametros estruturais
de maneira absoluta, sem a necessidade do uso de um padrao (FLORENZANO,
2008).
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2.7.1 Técnicas de caracterizagao de polimeros

2.7.1.1 Espalhamento de luz laser de baixo angulo (LALLS — Low Angle Laser Light
Scattering)

Nesta técnica utilizada para polimeros em solucdo, os detectores medem a
intensidade da luz espalhada a partir da amostra diluida. A fonte de luz é um laser,
como por exemplo, He/Ne, e o espalhamento é medido por um ou mais detectores
em angulos fixos, que sao inversamente proporcionais ao tamanho da particula. A
luz espalhada é coletada por um detector e analisada com base em um padrao de
difracdo previamente definido. Grupos de particulas apresentam padrdes idénticos a
soma dos padrdes individuais de espalhamento de luz de todas as particulas
presentes, podendo-se obter uma curva de distribuicdo de tamanhos de particula da
amostra, a partir da contribuigdo de frequéncia de cada fragdo (HELD e KILZ, 2009;
ROVERE et al., 2008).

Além do espalhamento de luz laser de baixo angulo (LALLS), existem ainda
RALLS (Right Angle Light Scattering — espalhamento de luz lazer de dngulo definido)
e MALLS (Multi Angle Light Scattering — espalhamento de luz laser em multi-
angulos). A diferenca entre eles sdo os detectores, em numero e posigao de angulos
detectados. Instrumentos para LALLS empregam apenas um angulo reduzido (6 ou
7 °), e RALLS emprega somente o angulo de 90 °. Ja para MALLS os detectores

medem diversos &ngulos simultaneamente (HELD e KILZ, 2009).

2.7.1.2 Difragao de raios X (DRX)

E uma das técnicas indicadas para determinagdo de fases cristalinas em
materiais, que se realiza na maior parte dos sélidos (amostras em forma de cristais),
onde os atomos se ordenam em planos cristalinos separados entre si por distancias
da mesma ordem de grandeza dos comprimentos de onda dos raios X (ALBERS, A.
et al., 2002). Cerca de 95% de todos os materiais s6lidos podem ser descritos como
cristalinos e geram um padrao de difracdo ao interagirem com raios X, sendo este

padrdao de difracdo a “impresséao digital” da substanica, o que torna o método de
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difragdo de raios X muito adequado para a identificacdo de fases policristalinas
(SCINTAG, 1999).

Nesta técnica, quando se incide um feixe de raios X sobre um cristal, ha
interagdo com os atomos presentes, gerando a difragdo, que ocorre segundo a Lei

de Bragg, na relacao, a seguir (ALBERS et al., 2002):
nA = 2d sen ©

n: numero inteiro

A: comprimento de onda do feixe de raios X incidentes

d: distancia entre as camadas atémicas do cristal

©: angulo de difragcao

2.7.1.3 Espectroscopia UV

As medidas de absorbancia sdo normalmente usadas para determinar a
concentracdo de macromoléculas biolégicas em solugdo, sendo linearmente

relacionada a concentragéo pela Lei de Lambert-Beer, a seguir.
A=¢.cl

onde A representa a absorbancia, ¢ € a concentragao molar, | o caminho 6tico, dado
em centimetros e € o coeficiente de absortividade molar, que pode ser determinado
experimentalmente ou calculado pela soma das contribuicbes dos aminoacidos
aromaticos que constituem a proteina. Além da contribuicdo das ligagdes peptidicas,
que absorvem fortemente abaixo de 230 nm, a absorcéo de proteinas na faixa entre
230 a 300 nm é determinada pelas cadeias laterais aromaticas de tirosina, triptofano
e fenilanina. As pontes de dissulfeto apresentam fraca absorbancia, em torno dos
250 nm (CREIGHTON, 1995).
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3 DESENVOLVIMENTO

A proposta para o novo interferon peguilado a ser produzido no Brasil e em
Cuba esta baseada na patente Pl 0604313-5, de prioridade cubana de 2005 e
depositada no Brasil em 19 de outubro de 2006. A patente descreve uma estrutura
polimérica de quatro ramificagdes de monometoxi-polietilenoglicol. A proposta € a de
uma estrutura com quatro ramos semelhante a um dendrimero, que permite melhor
protecdo da superficie da proteina que pode ser funcionalizado e conjugado a
proteinas de interesse farmacéutico (CIGB, 2006). Definem-se por dendrimero as
macromoléculas baseadas em estruturas poliméricas formadas a partir de unidades
oligoméricas ou poliméricas, formando camadas de ramificacdo, apresentando
geralmente estrutura simétrica, com potencial para criar um sitio ativo isolado por
funcionalizagé&o quimica (FARAJI e WIPF, 2009).

A reagao de conjugacao ocorre entre os grupos amino da proteina e o PEG
funcionalizado como éster de hidroxisuccinimida. Até certo grau, pode-se planejar os
sitios de conjugacdo, com uso de pH em torno de 9, que favorece a conjugagéo

através do grupo g-amino das lisinas (Equacao 5) (CIGB, 2006).
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Equacéo 5 - Fonte: CIGB, 2006
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3.1 O processo de conjugagao proposto

O processo de conjugacao inicialmente proposto na patente citada esta
descrito nas seguintes etapas, a partir do ingrediente farmacéutico ativo (IFA) de

alfainterferona 2b humana recombinante convencional:
- Concentracgao da IFA por filtragdo tangencial;

- Reacao do PEG ativado com 1 g de IFA a 6 mg/mL diluida em tampao borato, pH
8,5, a 4 °C e por 2 horas sob agitagédo suave;

- Parada da reacéo por diluicdo do meio reacional a 50 vezes seu volume, com

solucao tampéao de acetato, pH 4;

A partir destas etapas, o conjugado deve ser purificado, por cromatografia em

trocador catidnico fraco até a obteng&o da IFA peguilada (CIGB, 2006).

3.2 Outros processos de conjugacao registrados

No Brasil existem dois medicamentos a base de interferon peguilado
registrados: Pegasys, IFN-alfa 2a, produzido pela Hoffman-La Roche e Pegintron,

IFN-alfa 2b, produzido pela Schering-Plough.
3.2.1 Produgao do Pegasys®

Neste processo, o conjugado € produzido por ligagdo covalente do IFN-a 2a
ao PEG que é ativado por substituicdo da hidroxila do PEG por um grupo ligante
formando o reagente éster de N-hidroxisuccinimida. A ligagdo deste éster a proteina
ocorre via ligagdo amida, onde na Equacgao 6 abaixo, X representa NH,, o sitio de
ligacao entre PEG ativado e IFN. O reagente ativado liga-se preferencialmente a
aminas primarias, como por exemplo, os grupamentos NH; de lisina existentes no
interferon. O ativado pode também ligar-se a grupamentos OH, como presentes, por
exemplo, na serina, com XH representando OH (F. HOFFMAN-LA ROCHE, 2003).
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Equacao 6 — Fonte: F. HOFFMAN-LA ROCHE (2003).

Para este processo, as condigdes propostas sdo as seguintes:
- Proporcao IFN / PEG em massa: 1/6
- PEG é adicionado a reacgao dissolvido em HCI 1 mM a 4 °C
- Reagao a 4° C por 2 horas
- pH do meio reacional igual a 9
- Parada da reagcédo com ajuste de pH para 4,5 com acido acético glacial

- Diluicdo do meio reacional com agua a 10 vezes o volume inicial e
purificacdo cromatografica (F. HOFFMAN-LA ROCHE, 2003).

Nesta reacédo de conjugacado, o uso do reativo N-hidroxisuccinimida (NHS) ja
havia sido descrito em MONFARDINI et al., 1995. A técnica de conjugagao adotada
€ a modificagdo de aminas com grupamentos NHS-aldeido, sendo a ativacéo

empregando éster de NHS a mais comum modificagdo quimica disponivel
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comercialmente. A reagcdo com aminas secundarias e primarias cria ligagées amida
e imidas estaveis. Portanto, em moléculas protéicas, os reagentes contendo o éster
de NHS efetuam ligagcbes de conjugacgao principalmente com a-aminas no N-terminal
e g-aminas nas cadeias laterais das lisinas. Como descrito na Equacao 7, reagcao
geral entre amina e derivado NHS, ocorre a reagdo com o nucledfilos da proteina
que liberam o NHS como grupo de saida para formar um produto acilado
(HERMANSON, 2008).

H

Composto atnina . _ _ 8]
Derivado do éster FHS Ligacio amida Grupo de szida NHS

o © o
R—NH, + )J\ N — )L R 4 N-OH
R~ © ) R'

Equacao 7 - Fonte: adaptado de HERMANSON, 2008.

Nas propostas de conjugacdo apresentadas, o PEG ativado com o
grupamento NHS ¢é previamente dissolvido em HCI 1M. Entretanto, em
HERMANSON (2008), o reagente é descrito como insoluvel em agua, devendo ser
previamente dissolvido em dimetilformamida (DMF) ou acetonitrila. Sendo assim,
embora publicagdes anteriores das patentes acima citadas e RAMON et al., 2007
mencionem a dissolu¢cdo do polimero ativado em HCI, torna-se valida a avaliagao
dos solventes acima citados para a execucdo do processo, a fim de verificar

aumento de rendimento da reacao.

3.2.2 Producgao do Pegintron®

Pegintron € o nome comercial do interferon peguilado produzido pela
Schering-Plough. E um conjugado covalente de IFN-a 2b ligado a uma Unica cadeia
linear da molécula de PEG com 12 kDa. O reativo ativado também possui como
grupo terminal o succinimidil carbamato (SC-PEG), como anteriormente apresentado
na Equacéo 1. Este processo foi desenhado para que, em principio, a peguilagao

ocorra em qualquer um dos sitios nucleofilicos dos 165 aminoacidos da proteina.
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Estes sitios incluem os grupos e-amino das lisinas, o a-amino grupo no N-terminal da
cisteina, os nitrogénios dos grupamentos imidazoila das histidinas e os grupos
hidroxila das serinas, treoninas e tirosinas. A natureza inespecifica da reacao levou a
obtencdo de uma mistura de espécies monopeguiladas, e foi observado que o
produto da peguilagao varia consideravelmente em fungéao do pH da reagao: com pH
acima de 6,5, reduz-se o grau de peguilagdo com histidinas e cisteinas e as lisinas
se tornam o sitio dominante de peguilagdo. Assim, o aumento de pH eleva a
quantidade relativa das formas nucleofilicas desprotonadas das lisinas, que se
tornam o sitio predominante, enquanto que pH reduzido de 6,5 a 4,5, resulta em
produto peguilado na His** em pequenas quantidades e grandes quantidades de
peguilado na His’ (Figura 6), o que se deve as diferencas estruturais do IFN-a-2b
nestes diferentes valores de pH (YOUNGSTER et al., 2002).

3.3 Propriedades da proteina

A reacao ocorre via ligagdo amida com aminas primarias. As aminas primarias
presentes na estrutura do IFN-a sao: lisinas, histidinas, cisteina, serina e tirosina.
Como a lisina esta presente em maior quantidade e em sitios mais disponiveis é o
aminoacido alvo na reagdo com o ativado de 48 kDa, proposto na patente cubana
(Figura 7).

O pH 9 para a reacéo foi definido pelo fato de que a reacao ocorre entre éster
de N-hidroxisuccinimida e NH,. Para que existam grupamentos NH, disponiveis na
lisina, o pH do meio reacional deve estar em valor tal que o possibilite. Neste caso,
valores de 8,5-9,5 possibilitam a presenca de espécies NH;, que realizam as

ligagbes amida com a saida do grupo NHS (Equagéo 7).
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Figura 8: Sitios de Ligagédo do IFN-a no processo de peguilagao.
Fonte: BEZERRA e OLIVEIRA, 2007, adaptado de LUXON et al, 2002.

3.4 Comparacgao entre os produtos

Os processos descritos acima para a obtengdo dos produtos conjugados sao
bem similares, quanto a implementagdo e escalonamento. A diferenga entre eles
estd na cadeia polimérica empregada, que ira limitar a eliminagdo renal do
medicamento.

Pesquisas demonstraram que a eliminacdo renal de PEG é inversamente
relacionada com sua massa molecular. Experimentos com modelos animais
demonstraram que € observado um aumento no tempo de residéncia na corrente
sanguinea com o aumento da massa de PEG. (FILPULA, 2008). Entretanto o
tamanho de particula ndo figura entre as caracteristicas destes conjugados e sera

uma das caracterizacdes apresentadas neste trabalho.
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4 MATERIAIS E METODOS

As andlises a seguir foram realizadas no laboratério de biomateriais
(LABIOMAT) do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF). O objetivo foi o de:

e verificar o maior tamanho de particula da molécula de IFN-alfa 2b peguilada
produzida em Bio-Manguinhos frente ao tamanho da molécula IFN-a 2b

peguilada produzida pela Schering

e verificar similaridade das curvas do espectro de absor¢cdo UV, uma vez que
se trata da mesma proteina (IFN-alfa 2b)

As amostras de interferon peguilado selecionada como referéncia foi somente
a de Peglntron®, pois no Pegasys®, produzido pela Hoffman La-Roche a

proteina peguilada é IFN-alfa 2a.

As amostras utilizadas se encontravam nas seguintes condic¢oes:

- Amostra de PEG ativado de 48 kDa: amostra sdlida, produzida no CIGB e

fracionada para as analises deste trabalho. Conservada a — 20 °C.

- Amostra de Bio-Manguinhos: amostra purificada, liquida e na condicdo de

produto final, conservada em temperatura de 4 a 8 °C.

- Amostra Peglintron: amostra em sua embalagem comercial, liofilizada, com
liéfilo contendo 80 microgramas de proteina peguilada, conservada em

temperatura de 4 a 8 °C.
4.1 Analise do tamanho de particula
4.1.1 Equipamento e reagentes
- Analisador de particulas SALD-2201, Shimadzu

- Amostra de interferon peguilado lote 09PIBIPOO3EX, produzida em Bio-
Manguinhos com base na patente Pl 0604313-5
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- Amostra de interferon peguilado Peglntron, Schering, lote 71QG40102

- Amostra de PEG ativado de 48 kDa, obtido de acordo com a patente Pl 0604313-5
- Alcool isopropilico VETEC

4.1.2 Procedimento

Para a leitura direta do tamanho de particula no equipamento, foram

realizados os seguintes procedimentos:

- 1 mL interferon peguilado produzido em Bio-Manguinhos foi transferido diretamente
para a cubeta de leitura, para a realizacdo da medida, o volume da cubeta foi
completado com alcool isopropilico a fim de tornar o material insoluvel contendo

particulas que pudessem ser detectadas pelo feixe de laser.

- 0 PEG ativado de 48 kDa foi ressuspenso em alcool isopropilico e transferido para

a cubeta de leitura e a medida foi realizada.

- O Peglntron liofilizado foi ressuspenso em alcool isopropilico, transferido para a

cubeta de leitura e a medida foi realizada.

O equipamento € dotado de sistema homogeneizador no local onde a cubeta
€ posicionada, a fim de garantir que a amostra ressuspensa esteja completamente

homogénea no momento em que o feixe de laser a atravessa.

4.2 Analise do espectro UV

4.2.1 Equipamento, materiais e reagentes

- Espectrofotdmetro UV visivel UV-2450, Shimadzu
- Cubeta de quartzo de 0,5 mL

- Amostra de interferon peguilado lote 09PIBIPOO3EX, produzida em Bio-
Manguinhos com base na patente Pl 0604313-5

- Amostra de Peglntron, Schering, lote 71QG40102
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- Agua deionizada
4.2.2 Procedimento

A amostra de IFN-PEG de Bio-Manguinhos (liquida) foi transferida diretamente para

a cubeta e a leitura foi realizada.

A amostra de Peglntron (liofilizada) e contendo 80 pg da proteina peguilada foi
diluida com 1,5 mL de agua deionizada e transferida para a cubeta para a realizacao

da leitura.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Tamanho de particula

Através da difragao a laser o equipamento detecta as particulas presentes na
amostra e o software constréi uma curva de distribuicdo de tamanho, fornecendo

também o tamanho médio, na forma dos graficos apresentados a seguir:



Grafico 3 — Distribuicao para a amostra de Bio-Manguinhos

SHIMADZU SALD-2201

(SALD-2201-WEA1:V1.02)

(File Name) IFN PEG IV

(Sample 1D) (Sample #)
( Date ) 10/08/11 ( Time ) 14:30:48
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Particle Diameter (u m)
Diam Cum Diff Diam Cum Diff Diam Cum Diff
X(pm Q3  az® X(pm Q3  az®™ X(pm Q3  az®™
1 |1000.000 99.955 0.037 18 28.983 66.753 6.368 35 0.840 0.708 0.272
2 | 811.975 99.918 0.062 19 23.538 60.385 6.658 36 0.682 0.435 0.174
3 | 659.303 99.856 0.103 20 19.112 53.727 6.765 37 0.554 0.261 0.109
4 | 53%.337 99.753 0.166 21 15.518 46.963 6.678 3 0.450 0.152 0.066
5 | 434.680 99.586 0.260 22 12.601 40.284 6.405 39 0.365 0.087 0.039
6 | 352.949 99.326 0.3% 23 10.231 33.879 5.970 40 0.297 0.048 0.022
7 | 286.586 98.930 0.534 24 8.308 27.910 5.406 41 0.241 0.026 0.012
8 | 232.700 98.346 0.838 25 6.746 2.504 4.757 42 0.19% 0.014 0.007
9 | 183.947 97.507 1.169 26 5.477 17.747 4.067 43 0.159 0.007 0.003
10 | 153.420 96.339 1.583 27 4.447 13.679 3.379 4 0.129 0.003 0.002
11 | 124.573 A.75%6 2.083 28 3.611 10.300 2.728 45 0.105 0.002 0.002
12 | 101.150 9R2.673 2.664 29 2.932 7.572 2.139 46 0.085 0.000 0.000
13 8.131 90.008 3.310 30 2.381 5.433 1.630 47 0.069 0.000 0.000
14 66.689 86.698 3.997 31 1.933 3.803 1.207 48 0.056 0.000 0.000
15 54.149 82.701 4.683 32 1.570 2.59% 0.868 49 0.046 0.000 0.000
16 43.968 78.013 5.343 3 1.275 1.727 0.607 50 0.037 0.000 0.000
17 35.701 72.670 5.917 34 1.035 1.120 0.412 51 0.030 0.000 0.000
Sampling Mode : Manual Refractive Index : 2.40-0.20i1
Signal Accumulation Count : 1 Interval (sec) : _ Signal Averaging Count : 64
Max of Absorbance Range : 0.200 Min of Absorbance Range : 0.010
Ultrasonic Dispersion Time (sec) : _ Waiting Time After Ultrasonic Dispersion(sec) : _
Particle Size Range for Analysis : OFF Starting Point of Sensor Elements : 1
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Grafico 4 — Distribuicao para a amostra de Peglintron

SHIMADZU SALD-2201 SALD-2201-WEA1:V1.02

(File Name) interferon comercial
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X(um) Qz (%) daz(%) X(um) Qg (%) dqz(%) X(um) Qg (%) dqz(%)
1/1000.000 100.000 0.002 18 28.988 81.367 5.842 35 0.840 0.593 0.264
2| 811.975 99.998 0.003 19 23.538 75.524 6.707 36 0.682 0.329 0.153
3| 659.303 99.995 0.006 20 19.112 68.817 7.398 37 0.554 0.176 0.085
4| 535.337 99.989 0.013 21 15.518 61.420 7.840 38 0.450 0.091 0.046
5| 434.680 99.977 0.025 22 12.601 53.580 7.982 39 0.365 0.045 0.024
6| 352.949 99.951 0.049 23 10.231 45.598 7.807 40 0.297 0.022 0.012
7| 286.586 99.903 0.091 24 8.308 37.790 7.336 41 0.241 0.010 0.006
8| 232.700 99.812 0.162 25 6.746 30.454 6.624 42 0.196 0.004 0.003
9| 188.947 99.649 0.278 26 5.477 23.830 5.747 43 0.159 0.002 0.002
10| 153.420 99.371 0.458 27 4.447 18.083 4._.790 44 0.129 0.000 0.000
11| 124.573 98.913 0.724 28 3.611 13.293 3.836 45 0.105 0.000 0.000
12| 101.150 98.188 1.101 29 2.932 9.457 2.951 46 0.085 0.000 0.000
13 82.131 97.088 1.607 30 2.381 6.506 2.181 47 0.069 0.000 0.000
14 66.689 95.481 2.254 31 1.933 4._.325 1.548 48 0.056 0.000 0.000
15 54.149 93.226 3.038 32 1.570 2.777 1.056 49 0.046 0.000 0.000
16 43.968 90.189 3.932 33 1.275 1.721 0.692 50 0.037 0.000 0.000
17 35.701 86.257 4._.890 34 1.035 1.029 0.436 51 0.030 0.000 0.000
Sampling Mode = Manual Refractive Index : 1.60-0.10i
Signal Accumulation Count = 1 Interval (sec) : ___ Signal Averaging Counit : 64
Max of Absorbance Range : 0.200 Min of Absorbance Range : 0.010
Ultrasonic Dispersion Time (sec) : _ Waiting Time After Ultrasonic Dispersion(sec) : _
Particle Size Range for Anmalysis : OFF Starting Point of Sensor Elements : 1




Grafico 5 — Distribuicao para a amostra de PEG ativado 48kDa
SALD-2201-WEA1:V1.02
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(File Name) peg ativado
(Sample 1D) peg ativado

(Sample #) alcool

( Date ) 09712710 ( Time ) 09:31:54
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Diam Cum Diff Diam Cum Diff Diam Cum Diff
X(um) Qg3 (%) az%) X(um) Q3 %) dqaz(%) X(u m) Q3 %) azC%)
1/1000.000 99.535 0.255 18 28.988 49.750 6.089 35 0.840 0.449 0.165
2| 811.975 99.280 0.370 19 23.538 43.660 5.943 36 0.682 0.283 0.108
3| 659.303 98.910 0.526 20 19.112 37.718 5.665 37 0.554 0.175 0.069
4| 535.337 98.384 0.730 21 15.518 32.053 5.275 38 0.450 0.106 0.043
5| 434.680 97.654 0.989 22 12.601 26.777 4.797 39 0.365 0.063 0.026
6| 352.949 96.665 1.310 23 10.231 21.980 4.262 40 0.297 0.036 0.016
7| 286.586 95.355 1.694 24 8.308 17.718 3.699 41 0.241 0.021 0.009
8| 232.700 93.662 2.139 25 6.746 14.018 3.136 42 0.196 0.011 0.005
9| 188.947 91.522 2.640 26 5.477 10.882 2.597 43 0.159 0.006 0.003
10| 153.420 88.882 3.181 27 4.447 8.285 2.101 44 0.129 0.003 0.002
11| 124.573 85.701 3.746 28 3.611 6.184 1.660 45 0.105 0.002 0.002
12| 101.150 81.955 4.308 29 2.932 4.525 1.281 46 0.085 0.000 0.000
13 82.131 77.647 4.840 30 2.381 3.243 0.966 47 0.069 0.000 0.000
14 66.689 72.807 5.311 31 1.933 2.278 0.711 48 0.056 0.000 0.000
15 54.149 67.497 5.692 32 1.570 1.567 0.512 49 0.046 0.000 0.000
16 43.968 61.805 5.960 33 1.275 1.055 0.360 50 0.037 0.000 0.000
17 35.701 55.845 6.095 34 1.035 0.696 0.247 51 0.030 0.000 0.000
Sampling Mode = Manual Refractive Index : 1.60-0.10i
Signal Accumulation Count : 1 Interval (sec) : _ Signal Averaging Count : 64
Max of Absorbance Range : 0.200 Min of Absorbance Range : 0.010
Ultrasonic Dispersion Time (sec) - _ Waiting Time After Ultrasonic Dispersion(sec) - _
Particle Size Range for Analysis : OFF Starting Point of Sensor Elements ©: 1
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A Tabela 6, a seguir, apresenta os resultados de tamanho médio de particula

para as trés amostras:

Tabela 6: Resultados de tamanho de particulas

Amostras Tamanho médio (um)
IFN Peguilado — Bio-Manguinhos 17,783
IFN Peguilado — Schering 11,220
PEG ativado 48 kDa 28,184

5.2 Espectro de absorgéo no ultra-violeta

Os graficos com os perfis de absorgdo no UV das duas proteinas foram sobrepostos

e as curvas sdo apresentadas no Grafico 6, a seguir:
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Grafico 6: espectros de absor¢do no UV para as amostras de interferon peguilado
Em verde: Curva Pegintron; em rosa: curva IFN-PEG (Bio-Manguinhos)
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Os resultados das analises sugerem que o polietilenoglicol ativado e sob a
forma semelhante a um dendrimero gera um produto conjugado de maior tamanho
gue o conjugado utilizado como comparagéo, que é produzido com polimero ativado
de 12 kDa e cadeia linear. Deve-se observar que o tamanho de particula € uma
determinacdo importante para este tipo de medicamento uma vez que o tamanho
(ndo somente o peso) pode definir a possibilidade de evitar a eliminacao por filtragao

renal.

E importante notar também que a dispersdo para as duas amostras de
interferon peguilado apresentaram distribuicdo bastante ampla e esta técnica de
caracterizagao detecta diversos tamanhos de particulas nas amostras, o que as
revela como produtos heterogéneos, com isbmeros de posicdo e aglomerados de

massa maior que as moléculas.

Além disso, foi observado que o perfil do espectro no UV das proteinas
peguiladas € bem similar, sugerindo que o IFN-a 2b da amostra de Bio-Manguinhos

foi preservado apés a reagéo de conjugacao.

Quanto ao tamanho da particula, embora o interferon seja o medicamento
recomendado para o tratamento da hepatite C, juntamente com a ribavirina, o
interferon ndo modificado, tal como muitas outras proteinas de baixa massa
molecular, apresenta curta meia-vida na circulagdo do paciente, com pouca ou
nenhuma citocina detectada 24 horas apds a administracdo. Além disso, o
tratamento por periodo de varias semanas gera diversos efeitos adversos de pele,
neuroldgicos enddcrinos e imunologicos (CEAGLIO et al., 2007). A proposta de
particulas maiores, como as da amostra apresentada, € de justamente elevar a
meia-vida do medicamento, reduzindo o numero de aplicagcdes no paciente, evitando
o rebote viral j4& mencionado neste Trabalho e apresentando maior garantia da

continuidade dos pacientes no tratamento.

Com relagdo ao tamanho do ativado maior que de seu conjugado, isso pode
dever-se ao fato do alcool isopropilico preencher o centro ativo e expandi-lo
formando pontes de hidrogénio. Com a molécula de interferon, tal expansao néao

ocorre, pois a proteina mais hidrofébica ndo permite a entrada do solvente.
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Nem sempre maior tamanho equivale a maior massa. O solvente pode
interferir nesta determinacédo. No caso dos dois produtos peguilados a comparagao
pode ser realizada, pois estdo na mesma condi¢do e a massa maior corresponde ao

maior tamanho.

Deve ser ressaltado, que esta foi a primeira determinacdo de tamanho de
particula para estes produtos. E necessario verificar se esta é a melhor técnica para
esta determinagcédo (com equipamento e solventes adequados), uma vez que nao ha
referéncia na literatura. Ajustando e validando este método, pode ser de grande
utilidade no controle de qualidade destes medicamentos, pois com a elevacido da
rigidez das Agéncias Regulatérias a presenga dos isdbmeros de posicédo e
aglomerados encontrados nas duas amostras peguiladas podem ser melhor
identificados para que a qualidade e conhecimento do medicamento sejam ainda
mais altos. O tamanho de particula pode ser uma técnica de caracterizacao adicional

para revelar elementos nao detectados por perfil cromatografico.

Quanto a forma do polietinenoglicol conjugado ao IFN-a 2b, o Peglntron é um
conjugado covalente de IFN-a 2b ligado a uma cadeia linear de 12 kDa, enquanto o
material produzido segundo a patente Pl 0604313-5 € um conjugado de IFN-a 2b
ligado a uma cadeia de PEG de 4 ramos, totalizando 48 kDa e na forma semelhante
a um dendrimero, apresentada na Figura 8. Tal conformac&o pode permitir a
encapsulacdo de uma molécula em sua estrutura (FARAJI e WIPF, 2009), o que
otimiza a proposta de protecdo do interferon ao centro deste PEG ativado de 4

ramos.

A nova estrutura proposta apresenta mais ramificagcbes que o IFN-a 2a,
Pegasys, apresentada pela Roche e que faz parte da lista de nanoparticulas em
sistemas de liberagdo controlada aprovados pelo FDA (FARAJI e WIPF, 2009). A
presente estrutura de 4 ramos, se aprovada nas proximas etapas dos testes clinicos,

podera ser também considerada uma particula em sistema de liberagcédo controlada.
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Figura 9: Ligante de PEG de 4 ramos com 48 kDa. Fonte: CIGB, 2006.

Sendo assim, 0 processo proposto para a obtengdo do interferon peguilado
utilizando PEG ativado de 48 kDa com estrutura semelhante a um dendrimero se
apresenta como uma possibilidade de obtencdo de um medicamento de liberacéo

controlada para o tratamento da hepatite C.

Entretanto, deve-se ter em mente que o desafio em produzir conjugados esta
em selecionar o tamanho da cadeia, encontrando um equilibrio ideal entre meia-vida
e atividade antiviral. Peguilagao excessiva pode reduzir a atividade de uma proteina,
por interferéncia estérica, o que pode acarretar em doses mais elevadas do
medicamento como compensacdo. Outro fator a ser levado em consideragao € a
capacidade do conjugado em reduzir o numero de doses do medicamento ou

concluir mais rapidamente a terapia a que se destina (CALICETI, 2004).

Pesquisa de outros processos de liberagao controlada para o IFN-a também
se encontram em estagios bem avangados, mas sdo processos que envolvem
operagdes unitarias mais complexas e de dificil escalonamento. Podem ser uma
alternativa para o futuro, pois o interferon é uma citocina de grande importancia, néo
apenas para o tratamento das hepatites. No momento atual, para o controle das
hepatites B e C cronicas no Brasil, € um grande passo a implementagdao do
conjugado descrito neste Trabalho, com produgao totalmente nacionalizada, atuando

na distribuicdo para a populagéo, com grande impacto na saude publica do pais.
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6 CONCLUSAO

A molécula conjugada produzida em Bio-Manguinhos a partir do
derivado PEG com 4 ramos e 48 kDa gera um produto de perfil similar

por espectro de UV ao espectro do IFN-a 2b disponivel no mercado;

Os resultados de tamanho de particula sugerem que a molécula
conjugada produzida em Bio-Manguinhos apresenta maior tamanho
que a molécula conjugada disponivel no mercado e utilizada como
comparagao, mostrando que, em termos de aumento da meia vida pelo

impedimento da eliminacgao renal, tem potencial de eficiéncia superior;

O tamanho de particula € um dado importante para medicamentos
compostos por proteinas terapéuticas conjugadas a polimeros, uma
vez que a relagao entre forma e peso pode ser parametro para evitar a
eliminagao renal e identificar ainda a presenca de isbmeros de posicéo

e outros elementos nao detectados por perfil cromatografico.
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